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Sommario
Gli endocannabinoidi sono una classe di mediatori lipidici, isolati e studiati nel 
corso degli ultimi decenni, coinvolti in diversi processi fisiologici, fra cui quelli 
riproduttivi.  Essi,  insieme  ai  recettori  e  alle  proteine  coinvolte  nel  loro 
trasporto  e  metabolismo,  costituiscono  il  cosiddetto  sistema 
endocannabinoide.
Le  cellule  somatiche  del  tubulo  seminifero,  dette  cellule  del  Sertoli, 
direttamente coinvolte nella regolazione della spermatogenesi, presentano un 
sistema endocannabinoide completo e funzionale. E’ stato dimostrato inoltre 
che  alti  livelli  endogeni  di  un  endocannabinoide  chiamato  anadammide 
(arachidonoiletanolammina, AEA) possono innescare un processo di morte 
apoptotica  nelle  cellule  del  Sertoli,  attraverso  un  meccanismo  attivato  del 
legame dell’AEA con il recettore vanilloide TRPV1, ed inibito dall’interazione 
con il recettore cannabico CB2.
L’ormone follicolo stimolante (FSH) agisce sulle stesse cellule stimolandone la 
proliferazione  durante  i  periodi  prenatale  e  perinatale,  e  può  favorire  la 
trascrizione  e  la  sintesi  proteica  dell’anandamide  idrolasi  (Fatty  Acid  Amide  
Hydrolase,  FAAH), l’enzima responsabile della degradazione dell’anandamide 
in acido arachidonico e etanolammina, con l’inizio della pubertà: ciò si traduce 
in una riduzione dell’apoptosi indotta da AEA. L’FSH può attivare la FAAH 
attraverso due diverse vie di segnalazione che prevedono rispettivamente il 
coinvolgimento  della  fosfatidilinositolo-3-chinasi  (PI3K)  e  della  Protein 
Chinasi  A  (PKA).  In  particolare,  l’attività  di  PI3K  induce  un  aumento 
dell’espressione del citocromo P450 aromatasi (ARO), che ha la funzione di 
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convertire, in maniera irreversibile, gli androgeni in estrogeni e suoi derivati, 
fondamentali per la sopravvivenza delle cellule germinali. La via ARO-mediata 
produce un incremento della FAAH sia a livello trascrizionale che traduzionale 
attraverso  la  produzione  di  17β-estradiolo  (E2).  L’azione  dell’E2 si  esplica 
grazie alla sua interazione con recettori nucleari specifici per gli estrogeni, ERα 
e  ERβ,  che  operano  come  fattori  di  trascrizione  ligando-dipendenti, 
interagendo  con  dei  siti  responsivi  agli  estrogeni  (ERE)  presenti  sulla 
sequenza promotrice del gene bersaglio.
Il  nostro lavoro è  stato volto a  individuare gli  elementi  genici  presenti  sul 
promotore del gene  faah  coinvolti nella risposta al 17β-estradiolo. Trattando 
direttamente  con E2 colture  primarie  di  cellule  del  Sertoli  estratte  da  topi 
prepubere è  stato riscontrato un aumento dose-dipendente dell’espressione 
del  gene  faah.  L’analisi  bioinformatica  della  sequenza  del  promotore ha 
permesso di identificare nella regione compresa tra -542 bp e +221 bp tre 
siti responsivi agli estrogeni denominati rispettivamente ERE1 (-433/-420), 
ERE2  (-170/-160) e  ERE3  (-90/-78).  Tale  regione,  denominata  FAAH-
542/+221,  è  stata  clonata  all’interno  del  vettore  plasmidico  pGL3,  ed 
utilizzata per trasfettare le cellule in coltura.  La somministrazione di E2 ha 
indotto  nelle  cellule  trasfettate  un  significativo  aumento  dell’attività  del 
promotore, misurata attraverso Luciferase-Assay. 
La  specificità  d’interazione  del  complesso  E2-ER  con  i  siti  ERE  è  stata 
accertata  tramite  l’utilizzo  di  composti  noti  come  classici  agonisti  ed 
antagonisti  del  recettore  per  l’estradiolo:  il  tamoxifen,  il  fulvestran  e 
l’epiestradiolo. Da tali trattamenti risulta che le sostanze, usate da sole ed in 
combinazione  con  l’E2 non  producono  alcuna  variazione  sull’attività  del 
promotore. La reale funzionalità delle sequenze identificate in silico come ERE, 
è stata dimostrata attraverso la creazione di specifici mutanti per la regione 
promotrice  FAAH-542/+221.  La  totale  rimozione  della  porzione  del 
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promotore  contenente  le  tre  sequenze  ERE  (FAAH-39/+221)  non  ha 
prodotto alcun aumento dell’attività in seguito a stimolazione con E2.
Attraverso i mutanti specifici è stato possibile identificare il coinvolgimento di 
ciascuno dei tre siti nella modulazione dell’attività del promotore. Dal nostro 
studio  è  emerso  che  i  siti  ERE2  e  ERE3  risultano  indispensabili  per  la 
regolazione del gene faah da parte dell’E2, mentre il ruolo di ERE1 potrebbe 
essere quello di potenziare l’attivazione del promotore.
Tali risultati indicano che l’induzione della trascrizione del gene faah da parte 
degli  estrogeni  potrebbe  assicurare  all’interno  di  queste  cellule  il 
mantenimento di un basso livello di AEA, tramite la sua degradazione. Questa 
azione d potrebbe essere fisiologicamente rilevante per la sopravvivenza delle 
cellule del  Sertoli di  topo prepubere e,  di  conseguenza, per  una 
stabilizzazione  del  numero  di  cellule  che  determina  un’efficiente  capacità 
spermatogenica nell’adulto.
Capitolo 1
Introduzione
Le cellule del Sertoli
La  spermatogenesi  è  un  processo  complesso  attraverso  il  quale  le  cellule 
germinali  mitotiche  vanno  incontro  a  proliferazione,  differenziamento, 
divisioni  mitotiche  e  cambiamenti  nella  morfologia  cellulare  per  produrre 
spermatozoi maturi.  L'intero processo spermatogenico dipende dalle cellule 
somatiche  del  Sertoli,  che  forniscono  supporto  e  fattori  necessari  alla 
progressione  delle  cellule  germinali  in  spermatozoi.  Le  cellule  del  Sertoli 
costituiscono  il  principale  componente  strutturale  dell'epitelio  seminifero, 
formando una lamina a singolo strato che si estende dalla lamina basale verso 
il  lume  del  tubulo.  Con  le  loro  protrusioni  citoplasmatiche  circondano  le 
singole cellule germinali, fornendo quindi un microambiente ottimale per lo 
sviluppo delle cellule germinali.
Nel topo si osserva una rapida crescita del testicolo nel periodo perinatale, 
durante il quale le cellule del Sertoli proliferano rapidamente e continuano a 
dividersi  fino  a  circa  12-16  giorni  postcoitum,  dopodiché  diventano  cellule 
mature  e  cessano  di  dividersi.  Sia  la  velocità  che  la  durata  della  fase 
proliferativa determinano il numero finale di cellule del Sertoli nel testicolo 
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adulto.  Il  numero  di  cellule  del  Sertoli  è  strettamente  correlato  con  le 
dimensioni del testicolo adulto e con la produzione di spermatozoi,  poiché 
solo un numero limitato di cellule germinali può essere supportato da ciascuna 
cellula del Sertoli (Orth  et al, 1988). Durante la fase proliferativa, cellule del 
Sertoli adiacenti formano giunzioni strette le une con le altre, determinando la 
formazione  della  barriera  emato-testicolare.  Questa  barriera  crea  due 
compartimenti separati nell'epitelio seminifero: uno basale, in cui si trovano 
allineati gli spermatogoni, e uno luminale, in cui si trovano cellule in tutti gli 
altri  stadi  della  spermatogenesi.  Le  cellule  germinali  dipendono  da 
glicoproteine secrete dalle cellule del Sertoli (Mruk e Cheng, 2004), classificate 
in  diversi  gruppi  in  base  alle  loro  funzioni:  (1)  ormoni,  come la  sostanza 
antimulleriana (Mullerian Inhibiting Substance,  MIS) che regola lo sviluppo del 
tratto riproduttivo maschile e l'inibina, che blocca la produzione di ormone 
follicolo stimolante (Follicle Stimulating Hormone, FSH) a livello dell'ipofisi; (2) 
fattori di crescita, come fattore neurotrofico derivato dalle cellule gliali (Glial  
cell line Derived Neurotrophic Factor, GDNF), il ligando  kit  (Kit Ligand, KL) del 
fattore delle cellule staminali (Stem Cell Factor, SCF), la proteina morfogenetica 
dell'osso BMP4 (Bone Morphogenetic Protein 4), fattore di crescita trasformante β 
(Transforming  Growth  Factor  β,  TGFβ),  il  fattore  di  crescita  insulino-simile-I 
(Insulin-like  Growth  Factor  I,  IGF-I),  il  fattore  di  crescita  dei  fibroblasti 
(Fibroblast Growth Factor, FGF), il fattore di crescita dell'epidermide (Epidermal  
Growth Factor, EGF); e (3) proteine con diverse funzioni: la transferrina per il 
legame e  il  trasporto del  ferro,  la  proteina  legante  gli  androgeni  (Androgen  
Binding  Protein,  ABP),  importante  per  mantenere  un'alta  concentrazione  di 
testosterone nel  testicolo,  proteasi  e  loro inibitori,  implicati  negli  eventi  di 
migrazione delle cellule germinali,  componenti della matrice cellulare. Oltre 
alle glicoproteine le cellule del Sertoli secernono lattato, che rappresenta un 
substrato energetico per le cellule germinali. (Griswold, 1998). La sintesi e la 
secrezione di alcune glicoproteine da parte delle cellule del Sertoli cambiano 
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durante  lo  sviluppo del  testicolo:  MIS è  prodotto  durante  la  vita  fetale  e 
diminuisce dopo la nascita, mentre ABP e la transferrina sono presenti a livelli 
maggiori  nel  testicolo  adulto.  Inoltre,  la  produzione  di  molte  proteine  è 
regolata da segnalazioni ormonali,  come FSH e testosterone,  i  cui recettori 
sono espressi dalle cellule del Sertoli.
Le  cellule  del  Sertoli  forniscono anche  un  compartimento  biologico,  noto 
come nicchia di staminalità, microambiente specializzato che che promuove 
l'autorigenerazione  (self-renewal)  e  il  mantenimento  delle  cellule  staminali 
germinali (Germ Stem Cells, GSCs) nel loro stato indifferenziato. Due proteine 
specifiche delle cellule del Sertoli sono state identificate come essenziali per il 
mantenimento della staminalità e il self-renewal degli spermatogoni: il fattore di 
trascrizione  ETV5 (Ets  Variant  Gene 5)  e  GDNF.  Topi  con mutazioni  in 
ETV5, che è espresso esclusivamente dalle cellule del Sertoli,  mostrano un 
fallimento  nel  self-renewal  delle  cellule  staminali  germinali  e  nella 
spermatogenesi.  GDNF,  secreto  dalle  cellule  del  Sertoli,  interagisce  con 
recettori di membrana denominati Ret e GFRα-1 (GDNF Family Receptor α-1), 
che sono espressi dagli spermatogoni, stimolando la proliferazione di questa 
popolazione  di  cellule  staminali.  Il  ruolo  essenziale  di  GDNF  nel 
mantenimento del  self-renewal  delle GSCs è stato dimostrato attraverso topi 
eterozigoti per un allele null del gene gdnf, i quali mostrano una parziale perdita 
di GSCs nell'età adulta, e attraverso topi che sovraesprimono GDNF, i quali 
mostrano accumulazione di spermatogoni indifferenziati (Meng et al, 2000). La 
produzione di GDNF è controllata dall'FSH (Tadokoro et al, 2002) e dipende 
anche da FGF2, TNFα (Tumor Necrosis Factor α) e Interleuchina-1β (Simon et 
al., 2007). 
La  proliferazione  e  il  differenziamento  delle  cellule  germinali  mitotiche 
indifferenziate  sono  regolati  da  un  altro  fattore  di  crescita  espresso  dalle 
cellule del Sertoli: BMP4, un membro della superfamiglia TGF-β-BMP la cui 
espressione è alta nelle cellule del Sertoli prepuberali e drammaticamente più 
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bassa  nelle  cellule  adulte,  suggerendo  che  la  sua  azione  sia  importante 
soprattutto durante la prima ondata di spermatogenesi. BMP4 lega la chinasi 
Alk3  (Activin  receptor-like  Kinase  3)  e  BMPIIR  sugli  spermatogoni 
indifferenziati, inducendo sia proliferazione che differenziamento (Pellegrini et 
al., 2003).
Un altro fattore di crescita paracrino, ben caratterizzato, prodotto dalle cellule 
del Sertoli sotto la regolazione dell'FSH è il ligando kit (KL), espresso sia in 
forma solubile che transmembrana mediante splicing alternativo. È interessante 
notare che le due forme di KL sono differenzialmente espresse durante lo 
sviluppo del  testicolo.  Cellule  del  Sertoli  di  topi  prepubere  esprimono sia 
mRNA codificanti la forma transmembrana sia mRNA per la forma solubile; 
quest'ultima  è  espressa  a  livelli  maggiori  in  coincidenza  con  l'inizio  del 
processo spermatogenico e i due trascritti  sono espressi in egual livello nel 
testicolo adulto (Rossi et al., 1993). 
L'espressione  di  KL  è  indotta  dall'FSH  nelle  cellule  del  Sertoli  di  topo 
prepubere attraverso l'aumento dei livelli di cAMP (AMP ciclico). KL gioca un 
importante ruolo nel regolare la proliferazione e la sopravvivenza delle cellule 
di tipo A in differenzianti, che esprimono il recettore c-kit. L'aggiunta della 
forma solubile di KL a cellule germinali maschili coltivate in vitro agli stati 
mitotici di differenziamento stimola la loro progressione nel ciclo cellulare, e 
riduce  significativamente  l'apoptosi  in  queste  cellule  (Dolci  et  al.,  2001).  È 
stato  riportato  inoltre  un ruolo  di  KL nella  stimolazione  dell'entrata  degli 
spermatogoni  nel  programma  meiotico,  attraverso  l'attivazione 
dell'espressione di geni della fase meiotica precoce (Rossi et al., 2008).
È interessante osservare che la maggior parte dei fattori di crescita paracrini 
secreti  dalle  cellule  del  Sertoli  regolano  soprattutto  gli  stadi  mitotici  della 
spermatogenesi.  Una  rappresentazione  schematica  dei  fattori  di  crescita 
paracrini,  meglio  caratterizzati,  che  controllano  lo  sviluppo  delle  cellule 
germinali maschili murine è mostrata in figura 1.
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Le cellule del Sertoli producono anche fattori autocrini: esprimono i recettori 
per  IGF-I e  secernono IGF-I e  proteine leganti  IGF (IGF-Binding  Proteins, 
IGF-BPs),  che  possono  stimolare  o  inibire  gli  effetti  degli  IGFs.  È  stato 
dimostrato che IGF-I esercita diversi effetti sulle cellule del Sertoli immature, 
come  la  stimolazione  della  proliferazione  e  del  differenziamento,  che  è 
provocato dalla produzione del lattato e della transferrina, dal trasporto del 
glucosio, e dalla secrezione dell'attivatore del plasminogeno (Khan et al., 2002).
L'ormone Follicolostimolante (FSH)
L'ormone follicolostimolante (FSH) è un membro della famiglia di ormoni 
glicoproteici  che  include  l'ormone  luteinizzante  (Luteinizing  Hormone,  LH), 
l'ormone  stimolante  la  tiroide  (Thyroid-Stimulating-Hormone,  TSH)  e  la 
gonadotropina corionica umana (human Chorionic Gonadotropin, hCG). L'FSH è 
secreto  dall'ipofisi  sotto  il  controllo  dell'ormone  di  rilascio  delle 
Figura  1: Principali  fattori  paracrini  secreti  dalle  cellule  del  Sertoli  e  loro  azione  sulle  cellule  germinali  
mitotiche.
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gonadotropine  (Gonadotropin-Releasing  Hormone,  GnRH)  ed  è  essenziale,  nei 
mammiferi,  nella fertilità sia maschile che femminile.  Nella femmina, l'FSH 
induce  la  maturazione  dei  follicoli  ovarici  agendo  sui  recettori  espressi 
specificamente sulle cellule della granulosa, e stimolando la secrezione di 17β-
estradiolo  e  inibina.  Alti  livelli  di  estradiolo,  prodotti  dai  follicoli  maturi, 
effettuano un feedback positivo sull'ipotalamo, a cui consegue un innalzamento 
dei livelli di LH responsabile dell'ovulazione. La secrezione di inibina causa 
un'inibizione del rilascio di FSH da parte dell'ipofisi.
Nel  maschio,  l'FSH  è  responsabile  dell'inizio  della  spermatogenesi  nella 
pubertà, mentre nell'adulto potrebbe giocare un ruolo, insieme al testosterone, 
nel mantenimento della produzione di spermatozoi. Nel testicolo l'FSH si lega 
a specifici recettori presenti esclusivamente sulle cellule del Sertoli. Topi privi 
del recettore dell'FSH (FORKO) mostrano una riduzione nella produzione di 
spermatozoi,  associata  alla  riduzione del  numero di  cellule  del  Sertoli  e  di 
cellule germinali (Krishnamurthy et al., 2001), ad indicare che l'FSH è richiesto 
per  le  normali  funzioni  delle  cellule  del  Sertoli  e  per  una  spermatogenesi 
quantitativamente normale.
L'FSH,  come  gli  altri  membri  degli  ormoni  glicoproteici,  è  eterodimero 
costituito da subunità  α e  β associate in modo non covalente.  In una data 
specie, gli ormoni glicoproteici condividono una catena α comune, mentre la 
catena β determina la  specificità  dell'ormone.  L'FSH agisce  attraverso uno 
specifico  recettore  (FSHR)  sulle  cellule  bersaglio.  L'FSHR  appartiene  alla 
famiglia  di  recettori  accoppiati  a  proteine G che  sono caratterizzati  da  un 
dominio  a  sette   α-eliche  transmembrana  (Heckert  e  Griswold,  2002);  il 
legame  dell'FSH  con  il  suo  recettore  sulle  cellule  del  Sertoil  determina 
l'attivazione  di  diversi  pathways di  trasduzione  del  segnale,  che  sono 
schematizzati in figura 2.
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La  classica  cascata  di  eventi  biochimici  attivati  dall'FSH  prevede  la 
stimolazione  dell'adenilato  ciclasi/Gs  che  porta  a  un  accumulo  di  cAMP 
(AMP  ciclico)  intracellulare  e  all'attivazione  della  subunità  catalitica  della 
proteina chinasi A (PKA), la quale fosforila proteine target, regolando così la 
proliferazione  cellulare,  la  sopravvivenza  e  il  differenziamento.  Uno  dei 
bersagli molecolari meglio caratterizzati della PKA è il fattore di trascrizione 
CREB,  che  lega  specifici  elementi  di  risposta  del  cAMP (cAMP Respondive  
Elements, CRE) sulle regioni regolatorie di diversi geni. L'attivazione di CREB 
è determinata dalla fosforilazione del residuo Ser-133, che consente il legame 
di coattivatori  (CBP/p300),  e dunque l'attivazione della trascrizione di geni 
target. (Walker et al., 1995). Sono stati identificati almeno sei trascritti di CREB 
derivanti da splicing alternativo e due di queste isoforme sono espresse in tutti i  
tessuti testati (Ruppert  et al.,  1992). Inoltre è stata identificata una proteina 
altamente  omologa  a  CREB,  chiamata  CREM  (cAMP-responsive  element  
modulator), che esiste in tre isoforme derivanti da splicing alternativo. (Foulkes et  
Figura 2: principali vie di trasduzione del segnale attivate dall' FSH nelle cellule del Sertoli. (Modificato da 
Grimaldi et al., 2009)
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al., 1991). Nelle cellule del Sertoli di ratto, CREB è espresso in maniera ciclica, 
dipendente dalla specifica associazione a cellule germinali nei tubuli seminiferi: 
alti livelli di CREB sono riscontrabili dallo stadio I allo stadio VIII, mentre 
scendono  dallo  stadio  IX  allo  stadio  XIV  (Waeber  et  al.,  1991).  È stato 
dimostrato che l'FSH determina un aumento dei livelli di CREB mRNA e che, 
nel promotore di CREB, ci sono due sequenze CRE indispensabili per la sua 
trascrizione  indotta  da  cAMP.  Dunque  CREB  è  in  grado  di  autoregolare 
positivamente la propria espressione agendo sul proprio promotore. (Walker 
et  al.,  1995).  L'FSH  stimola,  nelle  cellule  del  Sertoli,  anche  l'espressione 
dell'isoforma ICER di CREM, un soppressore della trascrizione indotta da 
cAMP. I livelli aumentati di ICER correlano con la regolazione negativa del 
trascritto  di  FSHR,  indicando  che  la  sotto-regolazione  dell'espressione  di 
CREB potrebbe essere ottenuta indirettamente attraverso la modulazione del 
numero  di  recettori  FSHR,  desensibilizzando dunque  le  cellule  del  Sertoli 
all'FSH (Monaco et al., 1995). Altri geni indotti dal pathway cAMP/CREB nelle 
cellule  del  Sertoli  sono  il  proto-oncogene  c-fos,  la  proteina  legante  gli 
androgeni, la transferrina e l'α-inibina. (Grimaldi et al., 2009). Tutti questi geni 
regolati  da sequenze CRE rispondono al cAMP con cinetiche rapide.  Altri 
geni responsivi all'FSH, invece, mostrano cinetiche più lente e contengono nei 
propri promotori elementi di risposta al cAMP diversi dai classici CRE. Per 
esempio, l'FSH regola positivamente l'espressione di AMH attraverso i fattori 
di trascrizione AP2 e NfκB (Lukas-Croisier et al., 2003).
Il  legame  dell'FSH  al  suo  recettore  può  anche  portare  all'attivazione  del 
pathway della fosfatidilinositolo-3-chinasi (PI3K). Prima di essere individuata 
nelle  cellule  del  Sertoli,  questa  via  era  stata  descritta  nelle  cellule  della 
granulosa, in cui è stato riportato un collegamento fra le vie di segnalazione di  
FSH, cAMP e PI3K. In queste cellule, l'FSH induce una rapida fosforilazione 
e  attivazione  della  protein  chinasi  B  (PKB)  attraverso  PI3K,  in  maniera 
cAMP-dipendente ma PKA-indipendente.  La fosforilazione di PKB a valle 
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della  segnalazione  dell'FSH,  nelle  cellule  della  granulosa,  è  associata  a  un 
aumento  della  fosforilazione  della  chinasi  indotta  dal  siero  e  dai 
glucocorticoidi (SGK) (Gonzalez-Robayna et al., 2000).
Nelle cellule del Sertoli mature, l'FSH induce un aumento dei livelli di PKB 
attraverso una via di trasduzione del segnale che sembra molto simile a quella 
osservata  nelle  cellule  della  granulosa,  essendo  PI3K-dipendente  e  PKA-
indipendente e che probabilmente coinvolge l'aumento dei livelli intracellulari 
di cAMP. L'esatto meccanismo attraverso cui il cAMP regola la PI3K rimane 
sconosciuto,  sebbene alcuni  possibili  mediatori  potrebbero essere  molecole 
regolate  da  cAMP,  come  i  fattori  di  scambio  dei  nucleotidi  della  guanina 
(cAMP-GEF) che possono legare cAMP e attivare PI3K (Richards, 2001). 
La via di segnalazione PI3K/PKB attivata dall'FSH sembra essere richiesta 
per importanti funzioni delle cellule del Sertoli, come la produzione di lattato 
e  transferrina,  come  dimostrato  dal  fatto  che  trattando  le  cellule  con  un 
inibitore di PI3K, la stimolazione FSH-dipendente della secrezione di queste 
due  sostanze  risulta  bloccata  (Meroni  et  al.,  2004).  Inoltre,  la  via  di 
segnalazione  PI3K/PKB  è  coinvolta  nell'attivazione  dell'aromatasi  (ARO) 
nelle cellule del Sertoli di ratto (McDonaldi et al., 2006). ARO è un enzima che 
trasforma irreversibilmente gli androgeni in estrogeni e gioca un ruolo chiave 
nella fertilità maschile.
Diversi studi hanno dimostrato che l'interazione dell'FSH con il suo recettore 
induce un rapido influsso di Ca2+ nelle cellule del Sertoli.  Nel ratto questo 
evento è  associato  al  pathway fosfatidilinositolo/fosfolipasi  C (PI/PLC).  In 
particolare, il rapido influsso di Ca2+ è mediato dal signaling Gα/fosfolipasi C-
δ1 (PLC-  δ1) attraverso la produzione di inositolo-trifosfato (IP3).  È stato 
anche dimostrato che tale influsso coinvolge i canali del calcio di tipo T ed è 
indipendente dalle riserve di Ca2+ intracellulari (Lai  et al., 2008). Alti livelli di 
Ca2+ intracellulare possono attivare la calmodulina e le chinasi dipendenti da 
Ca2+/calmodulina (CaM chinasi), che agiscono forsforilando proteine target, 
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fra  cui  il  fattore  di  trascrizione  CREB (Dash  et  al.,  1991)  e  proteine  del 
citoscheletro,  come  la  vimentina  (Spruill  et  al.,  1983):  la  regolazione  del 
riarrangiamento del citoscheletro ha importanti funzioni nella dinamica delle 
giunzioni aderenti Sertoli-Sertoli e Sertoli-cellule germinali.
L'FSH  può  inoltre  attivare  il  pathway  delle  proteine  chinasi  attivate  da 
mitogeni (MAPK): nelle cellule del Sertoli di ratto l'FSH attiva le chinasi ERK 
(extracellular signal-regulated protein kinases) e in maniera dipendente dalla PKA e 
dalla chinasi Src. L'effetto dell'FSH sulle chinasi ERK è direttamente correlato 
allo stato proliferativo delle cellule del Sertoli durante il periodo prepuberale. 
L'FSH, infatti, stimola la proliferazione di queste cellule attraverso l'attivazione 
delle chinasi ERK e  l'induzione della ciclina D1 e dei fattori di trascrizione 
E2F. Quando le cellule maturano e smettono di dividersi, questo pathway non 
è più attivato dall'FSH (Crepieux et al., 2001).
Infine, l'FSH può attivare la fosfolipasi A2 (PLA2), con conseguente rilascio di 
acido  arachidonico,  che  è  coinvolto  nella  regolazione  delle  risposte 
metaboliche  delle  cellule  del  Sertoli,  come  la  produzione  di  lattato  e  il 
trasporto di glucosio, e che modula i livelli di mRNA e l'attività enzimatica 
della lattato deidrogenasi (Meroni et al., 2003).
Il sistema endocannabinoide
Scoperta del sistema endocannabinoide
Gli endocannabinoidi sono una classe di molecole lipidiche isolate negli ultimi 
decenni  e  coinvolte  in  numerosi  processi  fisiologici  e  patologici. 
Analogamente alle endorfine, che legano gli stessi recettori a cui si legano gli  
oppioidi, gli  endocannabinoidi costituiscono i ligandi endogeni dei recettori 
cannabici, gli stessi a cui si legano i cannabinoidi, principi attivi presenti nella 
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Cannabis sativa. Gli endocannabinoidi, i loro recettori e le proteine coinvolte 
nel  loro  trasporto  e  metabolismo  costituiscono  il  cosiddetto  sistema 
endocannabinoide (ECS).
La  scoperta  dell'ECS è  legata  agli  studi  effettuati  sul  tetraidrocannabinolo 
(THC), il composto con maggiori proprietà psicoattive tra quelli presenti nella 
Cannabis  sativa.  L'identificazione del THC ha portato alla sintesi  di  agonisti 
cannabinoidi, i quali hanno poi permesso di scoprire, all'inizio degli anni '90, la 
presenza  nell'organismo  umano  di  due  tipi  di  recettori:  il  recettore  CB1, 
maggiormente espresso nel sistema nervoso centrale, ma presente anche nei 
testicoli,  in alcuni sistemi ghiandolari e nel microcircolo, e il  recettore CB2, 
inizialmente identificato nelle cellule sistema immunitario, e successivamente 
riscontrato anche nel sistema nervoso centrale (Matsuda et al., 1990; Munro et  
al.,  1993).  Nel  1992,  in  seguito  alla  scoperta  del  recettore  CB1,  è  stato 
identificato nel cervello di maiale il primo ligando endogeno di tale proteina, 
l'anandamide, strutturalmente diversa dai cannabinoidi naturali. L'anandamide 
(N-arachidonoiletanolammina,  AEA)  deriva  dalla  condensazione  dell'acido 
arachidonico con l'etanolamina.  (Devane  et  al,  1992) e attualmente e risulta 
l'endocannabinoide  più  studiato  e  meglio  caratterizzato  insieme  al  2-
arachidonoilglicerolo (2-AG), l'estere derivante dalla condensazione dell'acido 
arachidonico con il  glicerolo, scoperto nel 1995 nel cervello e nell'intestino 
canino (Mechoulam et al., 1995; Sugiura et al.,  1995). Dal legame etereo fra 
acido arachidonico e glicerolo, invece, origina il 2-arachinoneil etere (noladin 
etere). Un altro estere derivato dall'acido arachidonico e dall'etanolamina è l'O-
arachidonoiletanolamina  (virodamina),  in  cui  l'etanolamina  si  trova  in 
orientamento opposto. La N-arachidonoildopamina (NADA) è l'unico altro 
endocannabinoide capace di legare i recettori vanilloidi insieme all'anandamide 
(cfr. paragrafo successivo) (Huang et al., 2002).
Esistono,  inoltre,  altre  amidi  endogene  che,  pur  non essendo in  grado  di 
attivare i recettori cannabici, vengono denominate sostanze cannabimimetiche, 
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come ad esempio la steroiletanolamide (Maccarrone et al., 2002).
Vanno inoltre ricordati altri composti come la N-oleoiletanolammina (OEA), 
la  N-palmitoiletanolammina  (PEA),  la  N-steariletanolammina  (SEA), 
appartenenti  alla  classe  delle  N-aciletanolammine,  e  l’oleammide,  che 
potenziano l’effetto degli endocannabinoidi (Maccarrone et al., 2008) (Figura 
4). 
Figura 3: Formule di struttura del tetraidrocannabinolo e di cinque endocannabinoidi: anandamide (AEA), 2-
arachidonoil-glicerolo (2-AG), 2-Arachidonoil-gliceril-etere (Noladin etere), Virodamina e N-arachidonoil-
dopamina (NADA)
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Sintesi e degradazione degli endocannabinoidi
L'AEA e il  2-AG vengono sintetizzati  a  partire  da  precursori  lipidici  della 
membrana  plasmatica.  La  sintesi  dell'AEA  è  stata  dapprima  descritta  nei 
neuroni  e  nei  macrofagi  e  successivamente  in  molti  altri  tipi  cellulari. 
Diversamente dai classici neurotrasmettitori, l'AEA non viene immagazzinata 
in  vescicole,  ma  viene  sintetizzata  e  rilasciata  on  demand,  cioè  su  richiesta, 
attraverso la processazione di precursori lipidici in seguito a stimoli fisiologici 
e/o  patologici (Ligresti  et  al.,  2005).  Il  precursore  dell'AEA  è  l'N-
arachidonoilfosfatidiletanolammina (NArPE), che tuttavia è un componente 
minoritario  delle  membrane  cellulari:  per  la  sintesi  di  AEA,  l'NArPE  è 
prodotto  ex-novo  da  una  N-aciltransferasi  (NAT).  Questo  enzima  agisce 
direttamente  sul  doppio  strato  lipidico trasferendo il  gruppo arachidonoile 
dalla  posizione  sn-1 di  una  1,2-sn-arachidonoilfosfatidilcolina  al  gruppo 
amminico di una fosfatidiletanolammina. L'NArPE così prodotta è substrato 
Figura  4:  Formule  di  struttura  degli  endocannabinoidi  N-oleoiletanolammina  (OEA),  N-
palmitoiletanolammina (PEA), N-steariletanolammina (SEA) e oleammide.
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della  lipasi  N-acilfosfatidiletanolamina  fosfolipasi  D  (NAPE-PLD),  che 
idrolizza  il  legame  fosfoestere  fra  l'acido  fosfatidico  e  l'AEA.  Una  via 
alternativa per la biosintesi dell'AEA, indipendente da NAPE-PLD, prevede 
invece  l'intervento  dell'enzima  sPLA2IB,  che,  attraverso  un'attività 
fosfolipasica di tipo A2 idrolizza l'NArPE rilasciando due acidi grassi e una 
molecola  di  N-arachidonoilisofosfatidiletanolamina  (Nar-lysoPE),  dalla  cui 
idrolisi  mediata  dalla  lipasi  lyso-PLD  viene  prodotta  l'anandamide. 
(Maccarrone, 2009, figura 4).
I precursori del 2-AG sono diacilgliceroli (DAGs) che possiedano un acido 
arachidonico esterificato in posizione sn-2; l'idrolisi di questi DAGs, catalizzata 
da una DAG lipasi specifica per la posizione sn-1, genera 2-AG e acidi grassi. 
Figura  5:  A) Meccanismi  di  biosintesi  dell’AEA.  Il  NArPE viene  trasformato in  anandamide attraverso 
quattro  possibili  meccanismi.  B)  Meccanismi  di  degradazione  dell’AEA:  la  via  principale  prevede  la 
partecipazione dell’enzima FAAH o FAAH-2; in alternativa si ha la partecipazione degli enzimi 12-LOX, 
COX-2, CYT-P450 e NAAA. 
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Le molecole di DAG possono derivare dall'idrolisi del fosfatidilinolitolo (PI) 
catalizzata da una fosfolipasi C (PLC), oppure dall'idrolisi dell'acido fosfatidico 
(PA), catalizzata da una PA idrolasi. (Figura 5)
Una volta sintetizzati, gli endocannabinoidi vengono rilasciati all'esterno della 
cellula  e  si  legano ai  recettori  presenti  sulle  cellule  limitrofe  o  sulla  stessa 
cellula che li ha prodotti, dunque agendo come mediatori autocrini o paracrini. 
La loro natura liposolubile, infatti, non ne rende possibile la diffusione a lungo 
raggio in ambiente acquoso, come nella matrice extracellulare o nel sangue.
Lo spegnimento del segnale avviene attraverso la captazione cellulare, l'idrolisi 
e  la  riesterificazione  in  fosfolipidi  di  membrana.  La  captazione  degli 
endocannabinoidi  è  un  trasporto  che,  da  dati  cinetici,  sembra  avvenire 
attraverso un meccanismo di diffusione facilitata attraverso un trasportatore 
putativo,  EMT  (Endocannabinoid  Membrane  Transporter)  capace  di  lavorare, 
secondo gradiente di concentrazione, in entrambe le direzioni. Esistono delle 
sostanze in grado di inibire il trasporto di AEA e 2-AG, suggerendo che il 
trasportatore putativo possa trasportare entrambi gli endocannabinoidi. Una 
teoria sul trasportatore prevede il suo accoppiamento funzionale al recettore 
CB1 (cfr.  paragrafo  successivo),  la  cui  attivazione  rilascia  NO  il  quale, 
probabilmente  attraverso  la  nitrosilazione  di  un  residuo  cisteinico, 
stimolerebbe  il  trasportatore  a  facilitare  l'ingresso  di  AEA  nella  cellula 
(Maccarrone et al., 2002a).
Una volta captati all'interno della cellula, gli endocannabinoidi sono soggetti 
ad  idrolisi  enzimatica.  L'enzima  maggiormente  coinvolto  nella  loro 
degradazione è una idrolasi  specifica denominata  Fatty Acid Amide Hydrolase 
(FAAH).  Il  2-AG  può  essere  idrolizzato  anche  da  altri  enzimi  quali  le 
monoglicerolipasi (MAGL), presenti sia a livello di membrana che citosolico e 
che riconoscono come substrato anche altri monoacilgliceroli (Di Marzo et al., 
1999). L'AEA e il 2-AG possono essere anche substrato della cliclossigenasi 2 
(COX-2)  e  di  alcune  lipossigenasi  (LOX):  la  COX-2  converte  l'AEA  in 
Sintesi e degradazione degli endocannabinoidi 19
prostaglandinaendoperossido-etanolammide, un intermedio metabolico che a 
sua volta viene convertito in prostaglandina-etanolammide (prostamide).  Le 
LOX  12  e  15  convertono  l'AEA  rispettivamente  in  12-
idrossitetranoiletanolammide  (12-HAEA)  e  15-idrossitetranoiletanolammide 
(15-HAEA), ma solo la 12-HAEA mostra affinità per i recettori cannabici. Il 
2-AG  invece  è  convertito  in  15-idroperossieicosatetraenoicoglicerilestere.
(Kozak et al., 2002).
Bersagli molecolari degli endocannabinoidi
I principali targets molecolari di AEA e 2-AG sono i recettori cannabici di tipo 
1, 2 e 3 (CB1, CB2, CB3), i recettori cannabici non-CB e i recettori vanilloidi.
I  recettori  CB1 e  CB2 appartengono alla  famiglia  dei  recettori  accoppiati  a 
proteine G e sono costituiti da sette α-eliche transmembrana, un dominio N-
terminale  extracellulare  contenente  il  sito  di  legame  per  il  ligando  e  un 
dominio C-terminale intracellulare che media l'associazione con una proteina 
G inibitoria. I due recettori mostrano un'omologia complessiva di sequenza 
amminoacidica del 44%, che raggiunge il 68% se si considerano solo i domini 
transmembrana. Il legame del ligando con il recettore determina l'inibizione 
dell'adenilato ciclasi, l'inibizione dei canali del Ca2+ voltaggio-dipendenti, sia di 
tipo  N/Q che  di  tipo  L  e  l'attivazione  dei  canali  del  potassio  di  tipo  A. 
(Maccarrone et al., 2008).
Il  recettore  CB1 è  principalmente  espresso  a  livello  del  sistema  nervoso 
centrale, ma è stato isolato anche in diversi organi periferici tra cui il cuore, la 
milza, il fegato, la placenta, il tessuto adiposo, l'utero e i polmoni. Il recettore 
ha funzioni diverse che dipendono dal tipo cellulare e dal tipo di proteina G a 
cui è associato. Solitamente risulta accoppiato a proteine Gi/o e regola diverse 
vie  di  trasduzione  del  segnale,  tra  cui  canali  ionici,  enzimi  che  producono 
secondi messaggeri ciclici  (cAMP e cGMP) e varie chinasi.  Ad esempio gli 
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endocannabinoidi,  legando  recettori  CB1 presenti  a  livello  pre-sinaptico 
inibiscono  i  canali  del  calcio  di  tipo  N,  portando  a  una  riduzione  del 
potenziale di membrana (Maccarrone et al., 2008) e di conseguenza a un minor 
rilascio di neurotrasmettitori, quali ad esempio il glutammato.
Il  recettore CB2,  invece,  è  espresso principalmente nelle  cellule del  sistema 
immnunitario, in particolare nei linfociti B e nelle cellule natural killer (NK) . 
Una delle funzioni del recettore CB2 in queste cellule è quella di modulare il 
rilascio di citochine (Munro et al., 1993).
Il  recettore  CB3 o  GPR55  è  stato  identificato  e  clonato  nel  1999; 
successivamente,  tramite  screening in  silico,  è  stato identificato come putativo 
recettore cannabico per via della somiglianza amminoacidica con CB1 e CB2 
nella regione di legame del ligando. È espresso a livello del cervello, della milza 
e dei testicoli, è associato a una proteina G13  e la sua attivazione da parte di 
AEA,  2-AG  e  noladin-etere  porta  alla  stimolazione  di  rhoA  e  cdc42 
(Sawzdargo et al., 1999, Baker et al., 2006 )
Un  altro  bersaglio  molecolare  degli  endocannabinoidi  è  rappresentato  dai 
PPARs  (Peroxisomal Proliferator  Activated  Receptors,  recettori attivati  dai 
proliferatori  dei  perossisomi), una famiglia di  recettori  nucleari  in cui  si 
possono distinguere  tre  sottogruppi  detti  α,  β,  γ.  Diversi  studi  hanno 
evidenziato  come  diverse  molecole  endogene  attraverso  l’attivazione  di 
PPARα o PPARγ, regolino il metabolismo dei lipidi e del glucosio, e le risposte 
infiammatorie (Maccarrone et al., 2008)
Tra i recettori non-CB attivati dagli endocannabinoidi è di grande interesse il 
recettore  dei  vanilloidi  di  tipo I  (TRPV1),  target della  capsaicina,  principio 
attivo  del  peperoncino  rosso  (Capsicum  Annum).  L'AEA,  ma  non  il  2-AG, 
essendo in grado di attivare il recettore TRPV1, può essere considerata, oltre 
che  un endocannabinoide,  un “endovanilloide”.  Il  recettore  TRPV1 è  una 
proteina di  839 amminoacidi  nell'uomo (838 nel  ratto),  che appartiene alla 
famiglia dei canali ionici TRP (Transient Receptor Potential Channel), e costituisce 
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un canale non selettivo per i cationi. Presenta sei domini transmembrana a 
foglietto  β e la porzione idrofilica N-terminale contiene una regione ricca di 
proline.  Il  canale  attivato  permette  il  passaggio  di  ioni  mono  e  bivalenti,  
prevalentemente ioni Ca2+. I recettori TRPV1 sono ampiamente espressi nei 
neuroni  bipolari  dei  gangli  della  corona  dorsale  midollare  (Dorsal  Root 
Ganglion, DRG) dove mediano risposte a stimoli nocicettivi indotti dal calore, 
dai protoni, da alcune tossine vegetali,  dall'anandamide e da altri metaboliti 
degli  acidi  grassi  prodotti  negli  stati  di  infiammazione.  Sostanze  che 
mantengono il canale in uno stato chiuso sono analgesici, mentre quelle che 
ne  promuovono  l'apertura  sono  nocicettivi  (Maccarrone et  al.,  2008).  I 
recettori  TRPV1  sono  presenti  anche  nei  neuroni  dopaminergici  della 
substantia nigra pars  compacta.  La maggior parte dei neuroni  che esprimono i 
recettori TRPV1 esprime anche i recettori CB1.  L'anandamide è agonista di 
entrambi i  recettori,  mediante i  quali  esercita effetti  opposti:  antinocicettivi 
attraverso  il  recettore  CB1 e  iperalgesici  attraverso  TRPV1.  È  interessante 
notare come il sito di legame dell'anandamide sia intracellulare per il TRPV1 e 
extracellullare  per  il  CB1:  è  verosimile  che  l'effetto  netto  di  questo 
endocannabinoide risulti  influenzato dall'attività  dell'EMT (Di  Marzo  et  al., 
2001).
Uno  schema  che  comprende  le  componenti  principali  del  sistema 
endocannabinoide è rappresentato in figura 6.
22
Sistema endocannabinoide e fertilità
Endocannabinoidi e gameti femminili
Esistono  molti  dati  sul  coinvolgimento  del  sistema  endocannabinoide  nei 
processi  di  fertilità femminile,  dalla maturazione follicolare  e ovocitaria,  al 
trasporto e all'impianto dell'embrione.
L'ovocita, l'ovaio, l'utero, la blastocisti possiedono gli enzimi necessari per la 
sintesi  e  la  degradazione  degli  endocannabinoidi.  Studi  in  vitro  hanno 
dimostrato  che  il  THC  agisce  come  inibitore  della  follicologenesi  e 
dell'ovulazione  (Wang  et  al.,  2006).  Numerosi  studi  effettuati  in  seguito  al 
recupero di ovociti maturi per la fecondazione  in vitro hanno dimostrato la 
presenza  di  AEA nel  fluido follicolare.  A livello  ovarico,  attraverso analisi 
Figura 6: Rappresentazione schematica delle componenti principali del sistema endocannabinoide.
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immunoistochimiche è stato possibile confermare la presenza di un sistema 
endocannabinoide  funzionale,  che  comprende  l'espressione  di  recettori 
cannabici sia nella corticale che nella midollare dell'ovaio. In particolare, nella 
regione  corticale,  i  recettori  sono  espressi  nelle  cellule  della  granulosa  dei 
follicoli  primordiali,  primari,  secondari  e terziari,  nelle cellule della  teca dei 
follicoli secondari e terziari, nel corpo luteo e nel corpus alibicans. La FAAH è 
espressa solo nelle cellule della teca dei follicoli secondari e terziari, nel corpo 
luteo e nel corpus albicans.  La NAPE-PLD è espressa invece nelle cellule della 
granulosa dei follicoli secondari e terziari, nel corpo luteo e nel corpus albicans 
(El-Talatini et al., 2009).
Durante gli  stadi iniziali  della gravidanza, in concomitanza con lo sviluppo 
della blastocisti avviene il  trasporto dell'embrione dall'ovidotto all'utero. Un 
normale  trasporto embrionale  è  un prerequisito essenziale  per  un corretto 
impianto della blastocisti: un trasporto aberrante infatti può risultare in una 
gravidanza extrauterina. Topi  knock-out per i recettori CB1 e CB2 sono stati 
utilizzati per investigare il coinvolgimento del sistema endocannabinoide nel 
trasporto dell'embrione. L'espressione materna di CB1 nel tratto riproduttivo 
ha un ruolo importante nella fase di trasporto dell'embrione, e la sua assenza o 
inattivazione  porta  ad  un  aumento  di  gravidanze  ectopiche  in  seguito  alla 
permanenza prolungata dell'embrione nell'ovidotto (Wang et al., 2006).
Affinchè il traporto dell'embrione avvenga correttamente, è necessario che ci 
siano livelli di AEA differenti nelle diverse sezioni della tuba: nell'istmo risulta 
necessaria un'elevata attività della NAPE-PLD con conseguente aumento dei 
livelli  di  AEA,  mentre  nell'ampolla  si  verifica  un  aumento  dei  livelli  della 
FAAH con riduzione di AEA (Maccarrone, 2009; figura 7).
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L'attivazione della blastocisti e la recettività dell'utero sono due distinti eventi 
nel processo di impianto regolati  da due ormoni:  il  progesterone e il  17β-
estradiolo.
I  cannabinoidi  naturali  e  sintetici  e  gli  endocannabinoidi  interferiscono  in 
maniera negativa sia con lo sviluppo dell'embrione prima dell'impianto che 
con  la  schiusa della  blastocisti.  Basse  concentrazioni  di  AEA  favoriscono 
l'impianto, mentre alte concentrazioni lo inibiscono. L'espressione di enzimi 
del  metabolismo  di  AEA  a  livello  endometriale  influenzano  la  recettività 
uterina:  alti  livelli  di  NAPE-PLD sono associati  ad un utero  non ricettivo 
(Wang et al., 2006). 
Un ruolo altrettanto importante nel processo di impianto viene assunto dai 
linfociti.  Il  progesterone controlla l'espressione della  FAAH nei  linfociti  T-
helper, agendo in maniera coordinata con la leptina: da una parte incrementa 
la trascrizione del gene faah, dall'altra stimola la proliferazione dei linfociti Th-
2. Un aumento del numero di questi linfociti, in concomitanza con il rilascio 
Figura 7: Il meccanismo fisiologico del trasporto embrionale prevede che nell’istmo ci siano elevati livelli di  
NAPE-PLD e nell’ampolla elevati livelli di FAAH (da Maccarrone, 2009).
Sistema endocannabinoide e fertilità 25
di  LIF  (membro  della  famiglia  dell'IL-6),  mantiene  a  livello  uterino  la 
condizione ottimale per l'impianto dell'embrione. I linfociti T, a seconda del 
tipo  (Th-1/Th-2),  producono  un  pattern di  citochine  che  agiscono  sul 
trofoblasto. Le citochine di tipo Th-2 (IL-4 e IL-10) regolano positivamente la 
FAAH, con conseguente abbassamento dei livelli di AEA nelle cellule T. Al 
contrario,  l'inibizione  della  FAAH  determina  una  maggiore  secrezione  di 
citochine di  tipo Th-1 (IL-1,  IL-12,  INFγ),  che inibiscono l'impianto della 
blastocisti (Maccarrone et al., 2002b).
Le implicazioni cliniche della regolazione della FAAH nella fertilità femminile 
sono supportate da evidenze che mostrano l'associazione fra il  decremento 
dell'espressione e dell'attività enzimatica della FAAH nei linfociti materni e la 
perdita di gravidanze a stadi precoci. Il monitoraggio del sistema linfocitario a 
partire dall'ovulazione ha mostrato che nella finestra temporale dell'impianto 
la  FAAH  presenta  la  sua  massima  attività,  con  conseguente  notevole 
diminuzione dei livelli di AEA (Maccarrone e Finazzi-Agrò, 2004). 
I  livelli  plasmatici  di  anandamide  variano  durante  il   ciclo  mestruale,  con 
maggiori livelli nella fase follicolare rispetto alla fase luteinica e alla gravidanza 
precoce. Alti livelli di AEA nel plasma nel periodo dell'ovulazione e minori 
concentrazioni nella fase luteinica del ciclo mestruale e all'inizio dell'impianto 
sono richiesti per il successo della gravidanza. Bassi livelli di FAAH e alti livelli 
di AEA nel sangue sono associati a aberrazioni nel trasporto dell'embrione: in 
accordo con questi  dati,  analisi  dei  livelli  di  endocannabinoidi  nelle  cellule 
mononucleate di sangue periferico durante il  ciclo mestruale umano hanno 
mostrato che una maggiore attività della FAAH e una minore concentrazione 
di AEA al giorno 21, rispetto ai giorni 7 e 14, periodo corrispondente alla fase 
luteinica e  alla  putativa  finestra temporale  di  recettività  uterina all'impianto 
(Rapino et al., 2014). 
Misure  dei  livelli  plasmatici  di  AEA  sono  state  condotte  anche  nella 
gravidanza,  e hanno mostrato che non ci  sono differenze fra il  primo e il 
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secondo  trimestre  rispetto  ai  livelli  misurati  nella  fase  luteinica  del  ciclo 
mestruale. I livelli di AEA risultano elevati nelle donne con gravidanze non 
vitali nel primo trimestre rispetto ai valori nelle donne con gravidanze vitali. 
Un aumento dei livelli plasmatici di AEA di circa 4 volte è stato osservato 
durante il travaglio, suggerendo un ruolo per questo endocannabinoide nella 
fase finale della gravidanza. Alti livelli di AEA possono concorrere al parto 
probabilmente  perché  la  sua  idrolisi  rilascia  acido  arachidonico,  che  è 
substrato per la sintesi delle prostaglandine (Rapino et al., 2014).
L'AEA  è  stata  quantificata  anche  nel  cordone  ombelicale,  nel  liquido 
amniotico,  nella  placenta  e  nelle  membrane  fetali  umane,  raccolte  durante 
taglio cesareo. Sono stati riscontati maggiori livelli di AEA nella placenta che 
nelle membrane fetali, dove è stata dimostrata una maggiore espressione della 
FAAH. Il  feto  è  esposto  a  cambiamenti  nei  livelli  di  AEA durante  il  suo 
sviluppo: si hanno infatti basse concentrazioni all'inizio della gravidanza e alte 
al  termine.  Inoltre,  i  maggiori  livelli  di  AEA nella  vena ombelicale rispetto 
all'arteria  suggeriscono  che  potrebbe  esservi  un  trasporto  attraverso  la 
placenta o una biosintesi di AEA nella placenta stessa. Dal giorno dopo la 
nascita, la madre produce latte con concentrazioni di 2-AG circa 125 volte 
maggiori rispetto a quelle di AEA. Inoltre il latte materno contiene diverse N-
aciletanolamine in concentrazioni dell'ordine del nanomolare: fra queste OEA 
e PEA (Rapino et al., 2014).
 
Endocannabinoidi e gameti maschili
La presenza di un sistema endocannabinoide funzionale è stata accertata sia 
nelle cellule testicolare sia negli spermatozoi dei mammiferi, del riccio di mare 
e della Rana esculenta, suggerendo che il sistema endocannabinoide possa avere 
un ruolo, evolutivamente conservato, nella gametogenesi maschile (Pierantoni 
et  al.,  2009).  La  presenza  di  CB1  nelle  cellule  di  Leydig  di  topo  e  la 
caratterizzazione del sistema endocannabinoide nelle cellule del Sertoli murine 
(cfr paragrafo successivo) suggeriscono un coinvolgimento dei cannabinoidi 
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endogeni nella secrezione di testosterone e nella regolazione dello sviluppo 
delle cellule germinali. 
Gli spermatozoi umani esprimono i recettori CB1 e CB2 e TRPV1, insieme a 
tutti  i  maggiori  componenti  del  sistema  endocannabinoide  richiesti  per 
sintetizzare (NAPE-PLD) e degradare (EMT e FAAH) l'AEA. Gli elementi 
del  sistema  endocannabinoide  sono  espressi  differentemente  in  diversi 
segmenti dello spermatozoo: la NAPE-PLD e la FAAH sono localizzati nella 
regione  post-acrosomiale  e  nella  regione  intermedia  ricca  in  mitocondri;  il 
recettore CB1 è presente nella membrana plasmatica di tutto lo spermatozoo; 
il recettore CB2 è presente nella membrana plasmatica della testa; il recettore 
TRPV1, infine, è ristretto alla regione post-acrosomiale (Rapino et al., 2014).
Nei mammiferi lo sperma eiaculato va incontro a una maturazione funzionale 
nel  tratto  genitale  femminile:  questo  processo,  denominato  capacitazione, 
rende gli spermatozoi capaci di fecondare l'ovocita. Gli spermatozoi capacitati 
mostrano delle modifiche biochimico-fisiologiche sia nella testa, che diventa 
capace  di  legare  la  zona  pellucida  dell'ovocita  e  di  andare  incontro  alla 
reazione acrosomiale, sia a livello del flagello, in cui una serie di trasformazioni 
portano ad un'iperattivazione della  mobilità.  Il  controllo del  processo della 
capacitazione coinvolge l'attivazione dell'adenilato ciclasi, la fosforilazione di 
diverse proteine,  l'aumento del  pH del  liquido seminale,  cambiamenti  nella 
concentrazione  intracellulare  di  alcuni  ioni,  variazioni  della  fluidità  di 
membrana e del metabolismo (Visconti et al., 2011).
I testicoli di ratto sintetizzano AEA (Sugiura  et al., 2002) la quale è presente 
anche a concentrazioni nanomolari nel liquido seminale umano. Nonostante 
sia noto che la somministrazione cronica di THC diminuisca la secrezione di 
testosterone  e riduca la produzione, la motilità e la vitalità degli spermatozoi, 
non è  ancora  del  tutto chiaro  il  ruolo  del  sistema endocannabinoide  nella 
regolazione della fertilità maschile (Wang et al., 2006). Il legame dell'AEA ai 
recettori cannabici presenti sugli spermatozoi del riccio di mare riduce il loro 
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potere fecondante (Schuel  et al.,  1994). L'AEA riduce la motilità spermatica 
nell'uomo diminuendo l'attività  mitocondriale  e interferisce con la  reazione 
acrosomiale:  l'effetto  inibitorio  è  revertito  attraverso  l'utilizzo  di  un 
antagonista del recettore CB1 (SR141716) (Rossato et al., 2005). In un modello 
di spermatozoi di verro (Sus scropha), che presentano molte analogie con quelli 
umani,  si  è  potuto  osservare  come  essi  posseggano  l'intero  macchinario 
biochimico  che  sintetizza,  lega  e  idrolizza  l'AEA;   l'attivazione  di  CB1 
attraverso un analogo stabile dell'AEA (meta-AEA) inibisce la capacitazione e 
quindi non consente agli spermatozoi di compiere la reazione acrosomiale. Se 
invece  la  reazione  acrosomiale  ha  già  avuto  luogo,  l'AEA  stabilizza  la 
membrana dell'acrosoma attivando TRPV1 (Maccarrone et al., 2005). L'AEA, 
presente sia nel liquido seminale che nei fluidi uterini, da una parte impedisce 
una  capacitazione  prematura  nel  primo  tratto  dell'utero  attraverso  un 
meccanismo dipendente da CB1, mentre quando lo spermatozoo ha raggiunto 
l'ovidutto,  tale  inibizione  diventa  meno  stringente  e  la  capacitazione  può 
avvenire in presenza di minori concentrazioni di AEA (Schuel et al., 2002).
Il sistema endocannabinoide nelle cellule del Sertoli
Studi su  topi  da 4 a  24 giorni  hanno evidenziato che le cellule del Sertoli 
possiedono il macchinario biochimico per sintetizzare, trasportare, degradare e 
legare sia l'AEA (Maccarrone et al., 2003a) che il 2-AG (Rossi et al., 2007). Gli 
elementi  del  sistema  endocannabinoide  individuati  nelle  cellule  del  Sertoli 
sono sintetizzati nella Tabella 1.
Membro Descrizione Funzione
AEA N-Arachidoneiletanolammina Lipide bioattivo che agisce sui 
recettori  cannabinoidi  e  non 
cannabinoidi.
EMT Trasportatore  di  membrana 
degli endocannabinoidi
Finora  entità  putativa 
responsabile  del  trasporto  di 
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AEA e 2-AG
NAT
NAPE-PLD
Enzimi di biosintesi Principali  responsabili  della 
sintesi di AEA
DAGL Enzima di biosintesi Principale  responsabile  della 
sintesi di 2-AG
FAAH Enzima idrolasico Principale  responsabile  della 
degradazione di AEA
MAGL Enzima idrolasico Principale  responsabile  della 
degradazione di 2-AG
CB2 Recettore cannabico Target di AEA e 2-AG
TRPV1 Recettore vanilloide Target di AEA
Tabella 1: componenti del sistema endocannabinoide individuati nelle cellule del Sertoli
Le  cellule  del  Sertoli  esprimono  sulla  loro  superficie  un  recettore  CB2 
funzionale, caratteristica piuttosto distintiva giacché nelle cellule riproduttive il 
recettore cannabico più comune è CB1 (Maccarrone, 2007). Mentre i livelli di 
CB2 rimangono costanti fino alla pubertà, l'attività della FAAH e l'ingresso di 
AEA nella cellula attraverso EMT diminuiscono in maniera età-dipendente; 
nel  caso  della  FAAH ciò  avviene  per  regolazione  negativa  dell'espressione 
genica.  Il  trasporto  di  AEA  attraverso  la  membrana  plasmatica  risulta 
incrementato dalla presenza di donatori di  ossido nitrico (NO), (Maccarrone 
et  al.,  2003a)  i  quali  intervengono  sia  nella  normale  spermatogenesi  che 
nell'infertilità dovuta a cause infiammatorie (Rossi et al., 2007).
L'FSH  determina  un  incremento  nell'attività  della  FAAH nelle  cellule  del 
Sertoli  murine,  e  dunque  un  decremento  del  potenziale  pro-apoptotico 
dell'AEA  (cfr.  paragrafi  successivi).  Fra  tutti  i  componenti  del  sistema 
endocannabinoide delle cellule del Sertoli, la FAAH è l'unico target  dell'FSH: 
gli enzimi di sintesi dell'anandamide NAT e NAPE-PLD e i recettori CB2 e 
TRPV1 non sono infatti modulati da dosi fisiologiche di FSH.  Analogamente, 
l'analisi  degli  effetti  dell'FSH è  stata  estesa  alle  proteine  che  sintetizzano, 
degradano  e  trasportano  il  2-AG:  né  DAGL,  MAGL o  l'attività  di  EMT 
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risultano sotto il controllo dell'FSH. (Rossi et al., 2007). 
Regolazione della FAAH da parte dell'FSH 
nelle cellule del Sertoli
Nel testicolo l'espressione del recettore per l'FSH (FSHR) è limitata alle sole 
cellule del Sertoli, che sotto l'azione di questo ormone vengono stimolate a 
proliferare durante lo sviluppo prepuberale  (Heckert e Griswold,  2002).  La 
mancata espressione di un FSHR funzionale può provocare lo sviluppo di un 
testicolo di dimensioni ridotte,  formato da un minor numero di cellule del 
Sertoli,  condizione  che  può  portare  ad  alterazioni  del  processo 
spermatogenico  (oligozoospermia  e  teratozoospermia)  (Tapanainen  et  al., 
1997). Anche la somministrazione continuativa di THC ha effetti avversi sulle 
funzioni  gonadiche,  causando  una  sregolata  produzione  di  FSH  da  parte 
dell'ipofisi (Wang et al., 2006).
Il recettore per l'FSH è accoppiato ad una proteina Gs, che stimola l'adenilato 
ciclasi  a  ciclizzare  l'AMP in  cAMP.  Ne consegue  l'attivazione  della  chinasi 
PKA,  la  quale  fosforila  diverse  proteine,  fra  cui  proteine  strutturali,  di 
trasporto e fattori di trascrizione. Parallelamente, nelle cellule del Sertoli l'FSH 
può  determinare  l'attivazione  del  pathway della  fosfatidilinositolo-3-chinasi 
(PI3K), che a sua volta stimola l'espressione del citocromo P450 aromatasi 
(ARO), una proteina codificata dal gene cyp19. La funzione dell'enzima ARO è 
convertire, irreversibilmente, gli androgeni, come il testosterone, in estrogeni, 
fondamentali per la sopravvivenza delle cellule germinali. Soggetti trattati per 
via orale con composti noti come inibitori dell'enzima ARO, il testolactone e 
l'anastrozolone, mostrano un blocco della conversione del testosterone in 17β-
estradiolo e inibizione della spermatogenesi (Kumar et al., 2006). Gli estrogeni 
agiscono  legandosi  a  specifici  recettori,  che  agiscono  modulando  la 
trascrizione di geni specifici. I recettori per gli estrogeni sono membri della 
famiglia dei recettori nucleari per piccoli ligandi idrofobici e agiscono come 
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eterodimeri  di  due  subunità  denominate  ERα,  una  proteina  di  67  kDa 
composta da 595 amminoacidi e Erβ, che ha un peso molecolare di 59 kDa ed 
è composta da 530 amminoacidi. Le due subunità possiedono una struttura 
modulare in cui si possono distinguere diversi domini funzionali (Figura 8)
Il dominio maggiormente conservato è quello che media l'interazione con il  
DNA (DNA Binding Domain, DBD), mentre il dominio LBD (Ligand Binding  
Domain) costituisce il sito di legame per il ligando. Il dominio AF-1, localizzato 
nella  porzione  N-terminale,  è  una  regione  con funzione  attivante  ligando-
indipendente.  Il  dominio  AF-2,  invece,  ha  una  funzione  attivante  ligando-
dipendente ed è localizzata nel dominio LBD. 
Nelle  cellule  del  Sertoli,  l'FSH  determina  un  incremento  dell'attività 
enzimatica  della  FAAH,  con  conseguente  riduzione  dei  livelli  di  AEA e 
dell'apoptosi indotta da questo endocannabinoide. In particolare, l'inibizione 
del recettore CB2 e del trasportatore EMT incrementano l'apoptosi indotta da 
AEA,  (Maccarrone  et  al.,  2003)  mentre  l'inibizione  del  recettore  TRPV1 
comporta una diminuzione dell'apoptosi indotta da AEA (Rossi  et al., 2007). 
Questi  dati  suggeriscono  che  l'attivazione  del  recettore  TRPV1  possa 
innescare processi apoptotici nelle cellule del Sertoli, mentre l'attivazione del 
recettore CB2 e il trasportatore EMT proteggerebbero tali cellule dall'apoptosi. 
Il trasporto di AEA all'interno della cellula è infatti indispensabile per la sua 
degradazione  da  parte  dell'enzima  FAAH.  L'FSH  induce  un  incremento 
Figura 8: Rappresentazione dei recettori per gli estrogeni ERα e ERβ
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trascrizionale e traduzionale del gene faah, e dell'attività enzimatica dell'enzima 
FAAH, attraverso le vie di segnalazione PKA e ARO mediate (Rossi  et al., 
2007; figura 9).
La FAAH come integratore del segnale di fertilità
La  FAAH (Fatty  Acid  Amide  Hydrolase)  è  l'enzima maggiormente  coinvolto 
nella degradazione degli endocannabinoidi. Nelle cellule la FAAH è localizzata 
in  corrispondenza  delle  membrane  dei  compartimenti  intracellulari,  in 
particolare nel reticolo endoplasmatico (Hillard et al., 1995).
Dalla  struttura  cristallografica  è  stato  supposto  che  l'enzima  agisca  come 
omodimero di due subinità di 64 kDa (Dainese et al., 2005). In ogni subunità 
si  possono  riconoscere  tre  diversi  domini:  1)  un  dominio  transmembrana 
all'estremità  N-terminale  che  non  influenza  l'attività  dell'enzima,  ma  è 
Figura 9: Induzione della FAAH da parte dell'FSH nelle cellule del Sertoli.
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coinvolto  nell'oligomerizzazione  e  nell'interazione  con le  membrane;  2)  un 
dominio ricco in glicina e serina che contiene il sito catalitico, con la sequenza 
amminoacidica conservata nelle amidasi; 3) un dominio ricco in prolina (figura 
10).
La  FAAH appartiene  ad  un  gruppo  di  proteine  identificate  come  amidase  
signature (AS).  Gli  enzimi  di  questa  famiglia  condividono  una  sequenza 
altamente  conservata  di  56  amminoacidi  ricca  in  glicina,  serina  e  alanina, 
denominata  amidase  consensus  sequence  che  nella  FAAH  dei  mammiferi 
corrisponde alla regione compresa tra i residui 215 e 257. A differenza degli  
altri enzimi AS, la FAAH presenta un dominio N-terminale transmembrana, la 
cui delezione genera un mutante (FAAH-ΔTM) che non solo è cataliticamente 
attivo, ma è ancora in grado di legare le membrane, indicando che l'interazione 
Figura 10: Struttura della FAAH: in rosso le due eliche idrofobiche α18 e α19.
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con le membrane coinvolge anche altre regioni della proteina (Patricelli  et al., 
1998). Esiste infatti un motivo elica-ansa-elica (α-elica 18 e  α-elica 19 a livello 
degli  amminoacidi  410-438)  costituito  principalmente  da  residui  idrofobici, 
circondati da residui basici, che formano una regione idrofobica contenente il 
sito  attivo  dell'enzima.  Tale  dominio  potrebbe  rappresentare  una  regione 
responsabile dell'interazione con le membrane insieme al  dominio TM che 
potrebbe  rafforzarla.  L'interazione  dell'enzima  con  le  membrane  potrebbe 
facilitare il movimento degli endocannabinoidi dalla membrana al sito attivo, 
come  suggerisce  la  presenza  di  alcuni  canali  presenti  nella  struttura 
dell'enzima. Nella FAAH si possono distinguere due porte di accesso al sito 
attivo: 1) una porta di membrana anfipatica e adiacente alle eliche 18 e 19; 2) 
una porta citoplasmatica che potrebbe rappresentare un'uscita verso il citosol 
per  i  prodotti  polari  derivati  dall'idrolisi  e  che  potrebbe  essere  sfruttata 
dall'acqua necessaria per la reazione di idrolisi. I substrati lipidici potrebbero 
essere adsorbiti dal doppio strato lipidico attraverso la porta di membrana per 
poi arrivare al sito attivo, localizzato verso il citosol.
La  FAAH, diversamente dalle  altre  amidasi,  non utilizza  la  triade catalitica 
serina-istidina-aspartato, ma presenta la triade serina-serina-lisina, dove la Ser-
241 agisce da nucleofilo, la Ser-217 stabilizza la carica negativa e la Lys-142 
agisce da base attiva (Patricelli et al., 1999; figura 11).
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Nel 2006 è stata individuata una seconda isoforma della FAAH, denominata 
FAAH-2, che oltre ad avere una minore specificità  per l'AEA, occupa una 
diversa collocazione cellulare (Wei  et al., 2006), suggerendo che i due enzimi 
possano contribuire in modo diverso al catabolismo delle ammidi degli acidi 
grassi. 
Il gene faah è stato caratterizzato sia nel genoma umano che in quello di topo. 
Nell'uomo è situato sul cromosoma 1, e può essere trascritto a partire da siti 
diversi. Sul suo promotore sono presenti regioni specifiche per il legame di 
diversi fattori di trascrizione, fra cui elementi CRE a cui si lega CREB, che 
risponde all'incremento di cAMP e un sito di legame per Ikaros, un fattore di 
trascrizione di tipo zinc-finger, che può essere stimolato dal progesterone (Sun 
et al., 1999).
Nel topo il gene faah si trova sul cromosoma 4; il suo promotore risulta privo 
di sequenze TATA box, come anche di elementi CRE. Per via bioinformatica 
sono state invece identificate delle sequenze  ERE (Estrogen Responsive Elements) 
(Puffenbarger et al., 2001; figura 12).
Figura 11: Struttura tridimensionale della FAAH in cui è possibile distinguere le due porte di accesso al sito 
attivo:la porta di membrana e la porta citosolica
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Diversi  dati  enfatizzano il  ruolo della  FAAH nell'interazione fra  il  sistema 
endocannabinoide e gli ormoni sessuali, quali 17β-estradiolo e progesterone, 
nei processi riproduttivi, tanto da essere considerato un potenziale bersaglio 
per  il  trattamento  dell'infertilità.  Nei  linfociti  umani  il  progesterone  può 
indurre  un  aumento  dell'espressione  del  gene  faah attraverso  il  fattore  di 
trascrizione  Ikaros (Maccarrone  et  al.,  2003b).  Tale  effetto  avviene  in 
sinergismo con quello prodotto dalla leptina, un ormone proteico prodotto 
Figura 12: Sequenza nucleotidica del promotore gene faah murino in cui sono riscontrabili delle sequenze 
ERE (Estrogen Responsive Elements) (Waleh et al., 2002).
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dal gene obese, che attraverso il legame con il fattore STAT-3 (Signal transducer  
and activator of  transcription 3) il quale a sua volta lega il promotore del gene faah 
attivandone la trascrizione (Maccarrone  et  al.,  2003c).  Inoltre,  l'attività della 
FAAH può essere stimolata da segnali innescati dalle citochine prodotte dai 
linfociti T helper di tipo Th2 e inibita dalle citochine Th1. Nel controllo della 
riproduzione umana esistono dunque delle interazioni tra endocannabinoidi, 
steroidi e citochine (Battista et al., 2008).
Scopo della tesi
Lo scopo del  presente  lavoro  è  chiarire  a  livello  molecolare  i  meccanismi 
responsabili  della regolazione trascrizionale del gene  faah da parte dell'FSH 
attraverso la via PI3K/ARO nelle cellule del Sertoli. È noto che l'FSH induce 
un aumento trascrizionale e traduzionale del gene faah, il cui prodotto genico, 
l'anandamide idrolasi  (FAAH) degrada l'anandamide in etanolamina e acido 
arachidonico proteggendo le cellule del Sertoli dall'apoptosi indotta da AEA, 
ma  il  meccanismo  molecolare  di  attivazione  dell'espressione  genica  non  è 
ancora stato indagato. In particolare, il presente lavoro si focalizza sul ruolo 
del 17β-estradiolo, prodotto per conversione irreversibile del testosterone da 
parte dell'aromatasi, nell'attivazione della trascrizione del gene faah, e sul ruolo 
dei putativi elementi di risposta agli estrogeni (ERE) individuati solo per via 
bioinformatica nel promotore del gene faah.
Capitolo 2
Materiali e metodi
Composti chimici
I  composti  chimici  utilizzati  sono di  estrema purezza;  sono stati  acquistati 
presso Sigma Chemical Co., St Louis, MO 
Animali
Gli animali usati in questi esperimenti sono topi Swiss CD1 (Charles River, 
Como,  Italia)  nati  presso  lo  stabulario  dell’Istituto  Zooprofilattico 
Sperimentale  dell’Abruzzo  e  del  Molise.  Tutti  gli  esperimenti  sono stati 
eseguiti in conformità alle leggi italiane per la cura e l’uso degli animali da 
laboratorio (Direttiva Governativa Italiana n.116,27/1/1992).
Coltura di cellule del Sertoli
Colture primarie di cellule del Sertoli sono state ottenute a partire da testicoli  
di topi di 16 giorni mediante una procedura che richiede diverse digestioni 
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enzimatiche. Dopo aver dealbuginizzato meccanicamente i testicoli,  i  tubuli 
seminiferi  sono stati  sottoposti  a due lavaggi successivi  in terreno DMEM 
(Dulbecco's Modified Eagle Medium, Invitrogen) e successivamente incubati in 20 
mL di una soluzione di DMEM contenente 0,25% di tripsina e 0,1 mg/mL di 
deossiribonucleasi I a 32 °C in agitazione in bagnetto termico per 30'. Dopo 
sedimentazione del pellet sono stati eseguiti due lavaggi in DMEM e il pellet è 
stato risospeso in 20 mL di una soluzione di DMEM contentente 0,025% di 
collagenasi  e  0,1  mg/mL  di  deossiribonucleasi  I  a  32°C  in  agitazione  in 
bagnetto  termico per  15';  successivamente  alla  sedimentazione  del  pellet  è 
stato eseguito un lavaggio in DMEM e una incubazione in soluzione ipotonica 
di Tris-HCl 20 mM pH 7,5 per eliminare i residui di cellule germinali. Dopo 
sedimentazione, il pellet è stato risospeso in 15 mL di DMEM e trasferito in 
una falcon da 15 mL con punta graduata. Dopo centrifugazione a 600 RPM 
per 3' il pellet è stato quantificato e risospeso secondo la proporzione: 0,1 mL 
di pellet : 20 mL di DMEM. Le cellule così ottenute sono state trasferite in 
piastre per colture cellulari ed incubate ad una temperatura costante di 32°C 
in atmosfera umidificata e al 5% di CO2. In accordo con i dati di letteratura, 
la percentuale finale di cellule contaminanti è risultata inferiore al 5%. Dopo 
tre giorni di incubazione le cellule sono state trasfettate e/o trattate con le 
diverse sostanze.
Estrazione di RNA totale
L’RNA totale è stato estratto dalle cellule del Sertoli mediante il procedimento 
previsto  dall’RNeasy  Extraction  Kit  (Qiagen,  Crawley,  UK),  seguendo  le 
istruzioni fornite dalla casa produttrice. Le cellule in coltura sono state trattate 
con  tripsina  allo  0,25%  per  2'  per  rimuoverle  dalla  piastra  di  coltura, 
centrifugate a 1200 RPM per 10', il  pellet è stato risospeso in 1 mL di PBS e 
centrifugato a 1200 RPM per 10'. Una volta eliminato il surnatante sono stati 
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aggiunti  350  µL  di  buffer  RLT,  e  la  provetta  è  stata  vortexata  per  30'' 
dopodiché sono stati aggiunti   350  µL di etanolo al 70% e si  è mescolato 
pipettando.  Il  contenuto  è  stato  trasferito  sulla  colonna  “Rneasy  spin”, 
posizionata  su  un  tubo  di  raccolta  da  2  mL.  Si  è  proceduto  con  una 
centrifugazione di 15'' a 10000 RPM e il liquido fluito nel tubo di raccolta è  
stato eliminato. Sulla colonna sono stati aggiunti 700 µL di buffer RW1, si è 
proceduto con una centrifugazione a 10000 RPM per 15'' e il liquido fluito è 
stato eliminato. Si sono poi aggiunti  500 µL di buffer RPE alla colonna e si è 
eseguita una centrifugazione a 10000 RPM per 15'' per lavare la membrana 
della colonna; il passaggio è stato ripetuto una seconda volta, dopodiché si è 
posizionata  la  colonna  su  un  nuovo tubo di  raccolta  da  2  mL ed  è  stata 
centrifugata a velocità massima per 1'. La colonna è stata poi posizionata su 
un tubo di raccolta da 1.5 mL, sono stati aggiunti 30  µL di acqua Rnase-free 
sulla  membrana  e  si  è  eseguita  una  centrifugazione  a  10000  RPM per  1'; 
l'eluato  è  stato  raccolto  e  posizionato  sulla  membrana  per  una  seconda 
eluizione. La concentrazione dell'RNA così ottenuto è stata valutata attraverso 
spettofotometria a 260 nm. 
L’integrità dell’RNA è stata valutata mediante elettroforesi su gel di agarosio 
all’1%  contenente  bromuro  di  etidio  allo  0,01%,  visualizzata  all’UV  e 
attraverso la misura del rapporto di assorbanza 260 nm/280 nm.
q-Real Time-PCR
La  retrotrascrizione  è  stata  eseguita  usando  il  kit  QuantiTect Reverse 
Transcription (Qiagen, Crawley, UK). Per ottenere il cDNA da ogni campione 
è stato usato 1 µg dell’estratto totale di RNA con 10 U/µl della trascrittasi 
inversa Quantiscript Reverse Transcriptase in presenza di inibitori delle RNasi, 
oligo(dT), esameri casuali, MgCl2 1mM, una mix di dNTP e acqua nuclease-free.
La reazione prevede un primo step per eliminare le eventuali contaminazioni di 
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DNA genomico, in cui il campione viene incubato con 2  μ L  d i  buffer 
gDNAWipeout in un volume totale di 14 μ L ,  per 42°C per 2' ed una seconda 
fase in cui, dopo l’addizione di 1μ L  d i  Quantiscript reverse Transcriptase,  4 
μ L  d i Quantiscript  RT Buffer  5X e 1μ L  d i  RT Primer mix,  i  campioni 
vengono incubati per 15' a 42°C e poi a 95°C per 3 minuti per inattivate la 
trascrittasi  inversa.  La reazione è stata effettuata utilizzando  un 
termociclizzatore Termocycler (Biometra, Göttingen, Germany).
Per  gli  studi  di  espressione,  i  trascritti  di  interesse  sono  stati  amplificati 
mediante  l’uso di   un termociclizzatore per  Real-Time PCR, modello ABI 
PRISM 7700 (Applied Biosystems, Foster City, CA), utilizzando le seguenti 
coppie di primer:
mACTB F: TGTTACCAACTGGGACGA 
mACTB R: GTCTCAAACATGATCTGGGTC 
mFAAH F: AGATTGAGATGTATCGCCAG 
mFAAH R: CTTCAGAATGTTGTCCCAC
Come gene normalizzatore costitutivamente espresso è stata utilizzata la β-
actina.
È stato impiegato come templato per l’amplificazione in PCR 1 µl del cDNA 
ottenuto  dalla  retrotrascrizione.  Ogni  campione  è  stato  processato  in 
triplicato in volume pari a 25µl, dei quali 12.5 costituiti dalla Platinum SYBR 
Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen, Berlin, Germany), a cui sono state 
aggiunte  10  pmol  di  ciascun  primer.  Il  programma  utilizzato  è  stato  il 
seguente: 50°C per 2 minuti, 95°C per 10 minuti a cui sono seguiti 40 cicli di 
amplificazione a 95°C per 30'',  56°C per 30''  e 72°C per 30''.
La quantificazione del  livello di espressione del  gene di nostro interesse è 
stata  eseguita  attraverso  il  metodo  comparativo  2^ΔΔCt.  Questo  metodo 
permette  di  misurare  la  variazione  del  livello  di  espressione  di  un  gene, 
normalizzato rispetto al livello di un gene  housekeeping , in un dato campione 
rispetto a un campione di controllo. Il Ct (threshold cycle) o Cp (crossing point) 
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rappresenta il  ciclo in corrispondenza del quale la luminescenza raggiunge 
una soglia  arbitraria  uguale  per  tutti  i  campioni.  Al  Ct relativo al  gene di 
interesse  in  un  dato  campione  viene  sottratto  il  Ct  relativo  al  gene 
housekeeping dello stesso campione (ΔCtsample). Al  ΔCtsample  viene sottratto il 
ΔCt del controllo (Δctcontrol) ottenendo così il  ΔΔCt. 
Plasmidi
I  plasmidi  pGL3  contenenti  i  diversi  costrutti  ci  sono  stati  forniti  dalla 
Dott.ssa  Paola  Grimaldi  dell’Università  degli  Studi  di  Roma  Tor  Vergata 
sottoforma di “Glicerol Stock” di cellule di E. Coli trasformate. 
Brevemente, la sequenza del promotore del gene faah murino, compresa fra i 
nucleotidi -542 +221 è stata amplificata per PCR usando i primers:
forward 5’-GTCCTGAAGTTACCTCACTAG-3’
reverse 5’-TCAGCACCATGATCTCCTGCA-3’
I  prodotti  di  PCR  così  ottenuti  sono  stati  clonati  nei  siti  di  restrizione 
XhoI/HindIII del plasmide pGL3 basic vector (Promega Corp, Madison, WI).
Il  mutante  per  delezione  -309/+221 è  stato  ottenuto  per  PCR  usando  i 
Figura 13: Rappresentazione schematica del plasmide pGL3
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primers:
forward 5’-AGACGTAGGTAGATAGCCCAGAGT-3’ 
reverse 5’-TCAGCACCATGATCTCCTGCA-3’
Il mutante per delezione -39/+221 è stato ottenuto in seguito a digestione con 
l'enzima di restrizione SacI.
I  mutanti  sito-specifici  sono stati ottenuti per PCR, usando primers mutati 
nelle sequenze ERE, come segue:
ERE1: 5’-TAGGGTGTGCATTACACTAA-3’; 
ERE2: 5’-ACCCGACCTATTCACCTCAGCCT-3’; 
ERE3: 5’-GCCGAGTTAAGGTAAATGGCCGC-3’.
Il plasmide pERE-Luc è un plasmide commerciale, contenente tre sequenze 
ERE a monte della sequenza codificante la luciferasi, inducibile attraverso il 
trattamento con 17β-estradiolo.
Per  ogni  Glicerol  Stock di  cellule  di  E.  Coli sono  stati  eseguiti  passaggi  di 
amplificazione ed estrazione del DNA plasmidico.
Sono stati preparati 100 mL di terreno liquido LB (LB broth, Sigma Chemical 
Co.,  St  Louis,  MO)  al  2%  P/V  contenenti  100μg/mL  di  ampicillina  (il 
plasmide pGL3 reca il gene Ampr, che conferisce resistenza a tale antibiotico: 
in questo modo vengono selezionati solo i batteri contenenti il plasmide). La 
soluzione è stata autoclavata per 15' a 121°C, e successivamente trasferita in 
una  beuta  all'interno  della  quale  è  stata  inoculata  una  piccola  quantità  di 
Glicerol  Stock prelevata  con un puntale  sterile.  Le colture  batteriche sono 
state  incubate  a  37°C in  agitazione  overnight   e  il  giorno  successivo  si  è 
proceduto  con  l'estrazione  di  DNA  plasmidico  usando  il  kit  “QIAGEN 
Plasmid  Maxi  Kit”.  Le  cellule  batteriche  sono  state  recuperate  per 
centrifugazione a 6000 xg per 15' a 4 °C. Il pellet batterico è stato risospeso in 
10 mL di buffer P1 pipettando diverse volte per facilitare la lisi,  dopodichè 
sono  stati  aggiunti  10  mL  di  buffer  P2,  si  è  mescolato  invertendo 
vigorosamente la provetta 5 volte e incubato a temperatura ambiente per 5'. Si 
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sono aggiunti 10 mL di buffer P3, si è mescolato per inversione 5 volte e la 
provetta è stata incubata in ghiaccio per 20'. Infine si è centrifugato a 20000 xg 
per  30'  a  4°C;  dopo  centrifugazione  è  stato  recuperato  il  surnatante 
contenente il DNA plasmidico, che è stato dosato tramite spettrofotometria a 
260 nm; la purezza del DNA plasmidico estratto è stata saggiata attraverso 
corsa elettroforetica  su gel  di  agarosio,  contenente Bromuro di  Etidio allo 
0,01% e tramite i rapporti di assorbanza spettrofotometrica 260 nm/280 nM.
Trasfezione e trattamenti
Come agente trasfettante è stata utilizzata la  Lipofectamine 2000 (Invitrogen, 
Berlin, Germany). Il rapporto di concentrazioni ottimale tra i due plasmidi da 
utilizzare  per  la  trasfezione  (50:1,  plasmide  da  analizzare  :  plasmide 
normalizzatore,  cfr  paragrafo  successivo)  è  stato  stabilito  preliminarmente 
effettuando diverse prove. Prima della trasfezione il terreno di crescita delle 
cellule del Sertoli è stato sostituito con Opti-MEM.. È stata preparata una mix 
contenente 50 μl di Opti-MEM, 0.2 μg di DNA e 0.5 μl di Lipofectamina che 
è stata incubata per 20 minuti a temperatura ambiente e poi somministrata alle 
cellule. Dopo 4 h di trattamento a 37°C, il terreno è stato rimosso e sostituito 
con DMEM 
Solo dopo 24 h dalla trasfezione, le cellule sono state trattate con E2, Epi-E2,  
Tamoxifen e Fulvestran alle varie concentrazioni e per diversi tempi.
Luciferase Assay
Questo  saggio  si  basa  sull’utilizzo  di  un  noto  gene  reporter,  quello  che 
codifica  per  l’enzima  luciferasi,  e  sfrutta  la  possibilità  di  controllare  il 
promotore  del  gene  oggetto  di  studio  mediante  il  suo  clonaggio  in  un 
plasmide pGL3, che contiene il gene per la luciferasi. Il saggio si esegue in co-
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trasfezione con un secondo plasmide, che contiene il gene reporter luciferasi 
derivata da Renilla reniformis  regolato da un promotore costitutivo, utile per la 
successiva  normalizzazione  dei  dati.  Più  precisamente,  le  attività  dei  due 
promotori possono essere rivelate in modo sequenziale tramite una reazione 
di  bioluminescenza.  L’attività  del  reporter  primario  (luc)  è  correlata  con 
l’effetto di stimoli specifici e l’attività del reporter secondario (Rluc) costituisce 
un controllo interno che permette di minimizzare la variabilità del campione. 
Per rilevare l’attività del promotore le cellule sono state stimolate con il kit 
Dual-Luciferase  Reporter  Assay  System  (Promega,  Madison,  WI)  e  la 
luminescenza  è  stata  registrata  con  un luminometro.  Le  cellule  sono state 
seminate in una piastra per colture cellulari da 96 pozzetti. Il protocollo per la 
determinazione  della  luminescenza  prevede  inizialmente  la  rimozione  del 
terreno di  coltura  e  un lavaggio  delle  cellule  con PBS.  Successivamente  si 
aggiungono 20  μL di buffer di lisi PLB e si pone la piastra in agitazione a 
temperatura ambiente per 15'. Si aggiungono 100  μL di buffer LAR II e si 
procede  con  la  prima  lettura  al  luminometro  per  5''.  Successivamente  si 
aggiungono 100 μL di “Stop and Glo ® Reagent” e si procede con la seconda 
lettura al luminometro per la determinazione della luminescenza determinata 
dalla luciferasi di Renilla Reniformis.
Analisi Statistica
I  risultati  riportati  nel  lavoro rappresentano la  media  ± SD di  almeno tre 
esperimenti  indipendenti  ognuno  dei  quali  eseguito  in  triplicato.  Per 
determinare la significatività statistica, è stato utilizzato il test ANOVA ad una 
via seguito dal test di comparazione Newman-Keuls. I dati sono stati analizzati 
mediante  il  programma  InStat  (GraphPad  Softwere  for  Science,  San 
Diego,CA).
Capitolo 3
Risultati
Caratterizzazione della sequenza promotrice del gene 
faah murino.
Nel topo il gene faah è collocato sul cromosoma 4, e la regione in posizione 5’ 
(1.9 Kpb a monte del sito di inizio della trascrizione) funge da promotore. 
Per  la  nostra  analisi  funzionale  sul  promotore  del  gene  faah  ci  siamo 
concentrati sulla regione compresa tra  -542 pb e + 221 pb  dal sito di inizio 
della  trascrizione.  In  questa  porzione  di  promotore  sono  stati  descritti  in 
letteratura (Puffenbarger et al, 2001) tre potenziali siti responsivi agli estrogeni, 
o  siti  ERE (Estradiol  Responsive  Elements).  I  siti  sono stati  identificati  come 
ERE1 (-433/-420), ERE2 (-170/-160) e ERE3 (-90/-78) (Tabella 2). In ogni 
sito,  costituito  da  11  a  13  paia  di  basi,  non  si riscontrano  sequenze 
palindromiche, ma in ciascuno è  possibile riconoscere una delle due sequenze 
consenso ERE: 5’-TGACC-3’ e 5’-GGTCA-3’.
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(-579) caccagtgtg actcaaaaaa gtcattcaac ccttcttgtc ctgaagttac ctcactagta
      
(-519) aagtgcaaaa tgcctttctc acaggatttc tagatggatg agatgagtcg cataaaattc
                                           ERE1
(-459) tgtgacagca atctagccac aattagg gtg tgcatgaccc   taatttacgc cgccccctcc
(-399) ccccaaatcg gggagaggac attggttcag acaaagttgt tgtttcctgg gtgtggccca
(-339) agagaggatg agctgtgggg atgaggaaaa agacgtaggt agatagccca gagtaaaagg
(-279) ctcaacatct ggagggtggg tagaaaatga gaggccacac ctcagaactt cctgcagtcc
                                                                    ERE2
(-219) agagccagga aaaatgatgc tgagacgttg ataaggttca ctgcacccga tctgttctga
(-159) ccagcctgtt ctgaggaccc tggcttagcc cagttttcgg ctgtagggcg gagacgaagc
                         ERE3
(-99)  cagaggccgg gtcaaggaaa ccggccgccc tggtgctttg gagggcgccc acgcggagct
(-39)  cgtctgttcc gcctgcctta aaacgctggc acgccaggaa ccgggccaga aggggtctag
(+21)  gcttgacctt gaccgttgga gctgctagct tggctctcgc tgccgggcaa cggcgcgctc
(+81)  cccgcgggcc cgcggctgcg cctgcccctc cctcaagcgg aatcgcgggc gatccaggcc
(+141) gggttttgca gcggagctgt tggtgtgcgc gtgccgagtc ctctcgggtg gcggtcggct
(+201) gcaggagatc  atg  gtgctga   (+221)
Tabella 2: sequenza nucletotidica del promotore del gene faah; in azzurro i potenziali siti ERE, sottolineate le 
regioni di appaiamento dei  primers per l'amplificazione della regione e per la la produzione di mutanti per 
delezione.
Descrizione del modello sperimentale.
Per la caratterizzazione funzionale del promotore del gene faah, in particolare 
per lo studio dell'attivazione trascrizionale in risposta al trattamento con 17β-
estradiolo, sono state utilizzate colture primarie di cellule del Sertoli isolate da 
topi di 16 giorni. 
Le prime prove sperimentali sono state volte a determinare la dose e il tempo 
di  trattamento  con  17β-estradiolo ottimali  per  rilevare  l'attivazione 
trascrizionale del gene faah. 
In  primo  luogo  si  è  saggiato,  attraverso  Real-Time  PCR,  il  livello  di 
espressione del gene  faah in seguito a trattamenti con dosi crescenti di 17β-
estradiolo per 30': 0 nM (controllo), 25 nM, 50 nM, 100 nM e 200 nM. Si è 
osservato un aumento dose-dipendente del livello di espressione del gene faah; 
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in particolare alla concentrazione di 200 nM si è osservato un incremento di 
espressione, rispetto al controllo, di circa 4 volte. (tabella 3 e figura14)
Controllo 25 nM 50 nM 100 nM 200 nM
Media Dev.st Media Dev.st Media Dev.st Media Dev.st Media Dev.st
1,00 0,11 1,30 0,19 1,64 0,07 2,62 0,16 3,89 0,16
Tabella 3:  Espressione del gene  faah in seguito a trattamenti con dosi crescenti di  17β-estradiolo per 30' 
rispetto al controllo non trattato. I dati si riferiscono a tre esperimenti indipendenti, ciascuno eseguito in 
triplicato.
Sulla base di questi dati si è scelto, per gli esperimenti successivi, di trattare le 
cellule con una dose di 200 nM di 17β-estradiolo.
Una volta determinata la dose ottimale di 17β-estradiolo necessaria a indurre 
un incremento significativo della trascrizione del gene faah, abbiamo eseguito 
Figura 14: Analisi del livello trascrizionale del gene faah mediante qRT-PCR di RNA proveniente da cellule 
del Sertoli trattate con diverse concentrazioni di E2 (17β-estradiolo) (25 nM, 50 nM, 100 nM, 200 nM).  Per la  
quantificazione  dell’espressione  genica  è  stata  usata  la  β-actina  come gene  costitutivamente  espresso  nei 
diversi campioni. I risultati sono stati normalizzati rispetto al Ctrl. I valori rappresentano una media di tre  
esperimenti distinti, ciascuno realizzato in triplicato; ***, p<0.001 vs Ctrl; **, p<0.01 vs Ctrl
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degli esperimenti di Luciferase-Assay volti a individuare una finestra temporale 
in cui il trattamento con 17β-estradiolo inducesse un'incremento significativo 
dell'attività trascrizionale a partire dal promotore del gene faah. 
Colture primarie di cellule del Sertoli sono state dapprima co-trasfettate con 
due  plasmidi:  un  plasmide  pGL3  in  cui  è  stata  clonata  la  porzione  del 
promotore da  -542 a +221 e  un plasmide “normalizzatore”  contentente  il 
gene della luciferasi del celenterato  Renilla Reniformis sotto il controllo di un 
promotore costitutivo, in rapporto 50:1. Dopo 24h dalla trasfezione le cellule 
sono state trattate con 200 nM di 17β-estradiolo per vari tempi: 5', 15', 30', 1h 
e subito dopo è stata eseguita la lettura di luminescenza con un luminometro. 
Si riportano in tabella 4 e figura 15 i dati normalizzati di luminescenza.
Controllo 5' 15' 30' 1h
Media Dev.st Media Dev.st Media Dev.st Media Dev.st Media Dev.st
1,00 0,08 1,59 0,05 1,79 0,10 2,36 0,10 1,33 0,08
Tabella 4:  Dati di luminescenza normalizzati in seguito a trattamento di cellule trasfettate con il plasmide 
FAAH -542/+221 con 200 nM di 17β-estradiolo per diversi tempi. I dati rappresentano una media di tre 
esperimenti indipendenti, ciascuno eseguito in triplicato.
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Come si evince dai dati riportati in tabella 4 e figura 15, l'attività trascrizionale 
del reporter luciferasi sotto il controllo del promotore del gene faah ha il suo 
massimo  in  seguito  a  un  trattamento  di  30',  mentre  ad  un'ora,  sebbene 
superiore  al  controllo non trattato,  l'attività  trascrizionale è  minore.  Per  gli 
esperimenti successivi, quindi, si è scelto di eseguire trattamenti della durata di 
30'.
Come controllo positivo di attivazione trascrizionale indotta da 17β-estradiolo, 
colture primarie di cellule del Sertoli sono state co-trasfettate con il plasmide 
commerciale pERE-Luc, il quale reca il gene della luciferasi sotto il controllo 
di un promotore contentente tre siti ERE e il plasmide normalizzatore con il 
gene della luciferasi  di  Renilla Reniformis sotto il  controllo di un promotore 
costitutivo. Dopo 24h dalla trasfezione le cellule sono state trattate per 30' con 
200  nM di  17β-estradiolo,  oppure  non trattate  (controllo).  Si  riportano  in 
tabella 5 e figura 16 i dati di luminescenza normalizzati.
Figura 15: Valutazione dell’attività della sequenza promotrice compresa tra -542 pb e +221 pb del gene 
faah (FAAH-542/+221) in seguito a trattamento con E2 ad una concentrazione di 200 nM per tempi diversi. 
Il risultato è stato normalizzato rispetto al controllo rappresentato dalle cellule trasfettate con il plasmide 
FAAH -542/+221 ma non trattate con E2. I valori rappresentano una media di tre  esperimenti distinti,  
ciascuno realizzato in triplicato; ***, p<0.001 vs Ctrl 
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FAAH -542+221 FAAH  -542+221 
+ E2
pERE-Luc pERE-Luc + E2
Media Dev.st Media Dev.st Media Dev.st Media Dev.st
1,00 0,05 2,42 0,10 1,00 0,05 3,29 0,07
Tabella  5:  Valutazione dell’attività  della  sequenza  promotrice  FAAH-542/+221 e  ERE-Luc in  seguito a 
trattamento con E2 (200 nM) per 30 minuti. Ogni serie è stata normalizzata rispetto al proprio controllo 
trasfettato ma non trattato. I valori rappresentano una media di tre esperimenti distinti, ciascuno realizzato in 
triplicato.
Specificità dell'estradiolo nell'attivazione del promotore 
del gene faah.
Per verificare che la trascrizione del gene faah fosse effettivamente dipendente 
dalla stimolazione da parte degli estrogeni, abbiamo trattato colture primarie 
di cellule del Sertoli (co-trasfettate con i plasmidi FAAH-542/+221 e quello 
contentente la luciferasi di Renilla Reniformis) con composti noti come classici 
agonisti e antagonisti dei recettori per l'estradiolo: il 17α-estradiolo (epiE2), il 
tamoxifen (TMX) e il Fulvestrant (ICI182,780) (Figura17).
Figura 16: Valutazione dell’attività della sequenza promotrice FAAH-542/+221 e ERE-Luc in seguito a trattamento con 
E2 (200 nM) per 30 minuti. Ogni serie è stata normalizzata rispetto al proprio controllo trasfettato ma non trattato. I 
valori rappresentano una media di tre esperimenti distinti, ciascuno realizzato in triplicato; ***, p<0.001 vs Ctrl.
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Il 17α-estradiolo (epiE2) è l'isomero ormonalmente inattivo del 17β-estradiolo 
ed è dunque ampiamente utilizzato in studi volti a determinare la specificità 
ormonale nella risposta al 17β-estradiolo.
Il tamoxifen è classificato come modulatore dei recettori per gli estrogeni, in 
quanto può svolgere sia un'azione agonistica che antagonistica sui recettori 
degli  estrogeni.  Il  tamoxifen  e  il  suoi  metaboliti  4-idrossi-tamoxifen  e  N-
desmetil-4-idrossitamoxifen (endoxifen) svolgono un'azione antagonistica sul 
recettore  degli  estrogeni  competendo  con  il  17β-estradiolo.  Un'azione 
agonistica del tamoxifen sul recettore dell'estrogeno, invece, è stata osservata 
nell'endometrio (Osborne et al, 2000).
Il fulvestrant è un antagonista specifico dei recettori per gli estrogeni e non 
mostra effetti agonistici. È utilizzato in clinica per il trattamento del carcinoma 
Figura 17: Formule di struttura di 17α-estradiolo (EpiE2), Tamoxifen (TMX) e Fulvestrant (ICI182,780)
17-α-estradiolo                                 Tamoxifen
                              Fulvestrant
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mammario positivo ai recettori per gli estrogeni, in donne post-menopausa. 
(Kansra et al., 2005)
Le  cellule  sono  state  trattate  per  30'  con  i  suddetti  composti  alla 
concentrazione di 200 nM, da soli o in combinazione con 17β-estradiolo 200 
nM. In seguito a trattamenti con i singoli composti non si sono riscontrate 
variazioni  dell'attività  trascrizionale rispetto al  controllo negativo trasfettato 
ma non trattato. I composti tamoxifen e fulvestrant, somministrati insieme al 
17β-estradiolo, hanno antagonizzato la stimolazione dell'attività trascrizionale 
indotta da E2. Anche in questo esperimento,  come controllo,  le cellule del 
Sertoli sono state co-trasfettate con il plasmide pERE-Luc e il plasmide con la 
luciferasi  di  Renilla  Reniformis,  e  trattate  con  i  composti epiE2,  TMX  e 
fulvestrant: i composti EpiE2 e TMX, ma non il fulvestrant, hanno sortito un 
lieve  incremento  dell'attività  trascrizionale  della  luciferasi,  mentre  la  co-
somministrazione di TMX e fulvestrant con 17β-estradiolo ha antagonizzato 
l'attivazione trascrizionale indotta da 17β-estradiolo. I  dati  sono riportati  in 
tabella 6 e figura 18.
FAAH -542/+221 pERE-Luc
Media Dev. St Media Dev. ST
controllo 1,00 0,14 1,00 0,09
E2 2,52 0,17 3,07 0,16
EpiE2 0,84 0,12 1,37 0,13
TMX 0,73 0,07 1,47 0,13
TMX+E2 0,77 0,18 0,88 0,01
Fulvestrant 0,71 0,05 1,13 0,02
Fulvestrant+E2 0,53 0,02 0,62 0,06
Tabella  6: Effetti  dell’E2  (17β-estradiolo),  l’epiE2  (17α-estradiolo),  il  TMX  (tamoxifen),  il  fulvestrant 
(ICI182,780)  sull’attività del  promotore del  gene faah nelle cellule  del  Sertoli  trasfettate con i  plasmidi 
FAAH-542/+221 e pERE-Luc. Ogni serie è stata normalizzata rispetto al proprio controllo trasfettato ma 
non trattato. I valori rappresentano una media di tre esperimenti distinti, ciascuno realizzato in triplicato
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Caratterizzazione funzionale dei tre siti ERE attraverso 
mutanti specifici.
Per verificare che le tre sequenze identificate nel promotore del gene faah per 
via bioinformatica come siti ERE fossero effettivamente elementi di risposta 
al  17β-estradiolo e  per  caratterizzare  il  contributo  di  ciascuna  di  queste 
all'attivazione trascrizionale del gene reporter, in collaborazione con la dott.ssa 
Paola Grimaldi dell'Università di Roma Tor Vergata, sono stati generati dei 
plasmidi mutanti per delezione (FAAH -309/+221 e FAAH -39/+221) e per 
mutazione  sito-specifica  (ERE1:  TGACCC mutata in TTACAC;  ERE2: 
ATCTGTTCTGACC  mutata  in  ACCTGTTCACCTC;  ERE3 
GGTCAAAGGAAACC mutata in AGTTAAGGCTTAC) (figura 19).
Figura  18:  Effetti  dell’E2  (17β-estradiolo),  l’epiE2  (17α-estradiolo),  il  TMX  (tamoxifen),  il  fulvestrant 
(ICI182,780)  sull’attività del  promotore del  gene faah nelle cellule  del  Sertoli  trasfettate con i  plasmidi 
FAAH-542/+221 e pERE-Luc. Ogni serie è stata normalizzata rispetto al proprio controllo trasfettato ma 
non trattato. I valori rappresentano una media di tre esperimenti distinti, ciascuno realizzato in triplicato; ***,  
p<0.001 vs  Ctrl  FAAH-542/+221;  *,  p<0.05  vs  Ctrl  FAAH-542/+221;  ###, p<0.001  vs E2  FAAH 
-542/+221; $$$, p<0.001 vs Ctrl pERE-Luc; $$, p<0.01 vs Ctrl pERE-Luc; $, p<0.05 vs Ctrl pERE-Luc; 
&&&, p<0.001 vs E2 pERE-Luc.
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Colture primarie di  cellule del  Sertoli  sono state dunque co-trasfettate con 
ciascuno dei plasmidi mutanti insieme al plasmide normalizzatore recante il 
gene luciferasi di Renilla Reniformis.
La delezione del sito ERE1, studiata attraverso il mutante  FAAH -309/+221, 
ha indotto ancora un incremento dell'attività trascrizionale del gene reporter 
in seguito a trattamento con 17β-estradiolo, tuttavia minore dell'incremento 
osservato in presenza del costrutto intero.
La delezione di tutti e tre i siti  ERE, studiata attraverso il  mutante FAAH 
-39/+221, invece, ha determinato, in seguito a trattamento con 17β-estradiolo, 
una riduzione dell'attività trascrizionale del reporter luciferasi.
I dati di luminescenza, normalizzati, sono riportati in tabella 7 e figura 20.
Figura 19: Rappresentazione schematica dei mutanti per delezione e sito-specifici del promotore del gene 
faah.
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-E2 +E2
Media Dev. st. Media Dev. st.
FAAH-542/+221 1,00 0,10 2,93 0,17
FAAH -309/+221 1,00 0,11 1,55 0,04
FAAH -39/+221 1,00 0,05 0,70 0,07
Tabella  7:   Valutazione dell’attivazione del promotore del gene faah da parte dell’E2  in  seguito a 
trasfezione con plasmidi mutanti per delezione. Ogni mutante è stato normalizzato rispetto al proprio 
controllo trasfettato ma non trattato. I valori rappresentano una media di tre esperimenti distinti, ciascuno 
realizzato in triplicato.
Coerentemente con i  dati  ottenuti  dai  mutanti  per  delezione,  la  mutazione 
sito-specifica in ERE1 ha indotto un incremento dell'attività trascrizionale del 
gene  reporter  in  seguito  a  trattamento con  17β-estradiolo,  tuttavia  minore 
dell'incremento osservato in presenza del costrutto wild-type.
Le mutazioni sito-specifiche dei siti ERE2 e ERE3, invece, hanno causato un 
decremento  dell'attività  trascrizionale  del  reporter  luciferasi  in  seguito  a 
trattamento  con  17β-estradiolo rispetto  al  controllo  trasfettato  ma  non 
trattato.
I dati di luminescenza, normalizzati, sono riportati in tabella 8 e figura 21.
Figura20: Valutazione dell’attivazione del promotore del gene faah da parte dell’E2 in seguito a trasfezione 
con plasmidi  mutanti  per delezione. Ogni mutante è stato normalizzato rispetto al proprio controllo 
trasfettato ma non trattato. I valori rappresentano una media di tre esperimenti distinti, ciascuno realizzato 
in triplicato ***, p<0.001 vs Ctrl ; *, p<0.05 vs Ctrl.
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-E2 +E2
Media Dev.st Media Dev.st
FAAH -542/+221 1,00 0,10 2,93 0,17
FAAH ERE1 1,00 0,15 1,64 0,05
FAAH ERE2 1,00 0,17 0,61 0,08
FAAH ERE3 1,00 0,07 0,87 0,13
Tabella  8:   Valutazione dell’attivazione del promotore del gene faah da parte dell’E2  in  seguito a 
trasfezione con plasmidi con mutazioni sito-specifiche nei siti ERE. Ogni mutante è stato normalizzato 
rispetto al proprio controllo trasfettato ma non trattato.  I valori  rappresentano  una  media  di  tre 
esperimenti distinti, ciascuno realizzato in triplicato
Figura  21:  Valutazione dell’attivazione del promotore del gene faah da parte dell’E2  in  seguito a 
trasfezione con plasmidi con mutazioni sito-specifiche nei siti ERE. Ogni mutante è stato normalizzato 
rispetto al proprio controllo trasfettato ma non trattato.  I valori  rappresentano  una  media  di  tre 
esperimenti distinti, ciascuno realizzato in triplicato ***, p<0.001 vs Ctrl ; **, p<0.01 vs Ctrl; *, p<0.05 vs  
Ctrl.
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Capitolo 4
Discussione
Il ruolo dell'FSH nella regolazione delle funzioni delle cellule del Sertoli, in 
particolare  nel  controllo  della  loro  proliferazione  e  nel  processo 
spermatogenetico è stato chiarito solo in parte.  È noto che l’interazione tra 
l’FSH e  il  suo  recettore  porta  ad  un  aumento  del  cAMP  intracellulare  e 
all’attivazione  della  PKA  (Khan  et  al.,  2002;  Lécureuil  et  al.,  2005),  che 
fosforila  una  il  fattore  di  trascrizione  CREB  inducendo  la  produzione  di 
fattori di sopravvivenza per gli spermatociti primari e per gli spermatidi (Don 
e Stelzer, 2002). Parallelamente, l’FSH può attivare il signaling della chinasi 
PI3K,  che  regola  l’espressione  dell’aromatasi,  enzima  responsabile  della 
conversione irreversibile del testosterone in 17β-estradiolo (McDonald  et al., 
2006). 
È stato dimostrato che le cellule del Sertoli di topo sono in grado di legare 
l’AEA tramite il recettore CB2,  trasportarla  all'interno  della  cellula  ed 
idrolizzarla grazie all’azione dell'enzima FAAH  e che l’interazione dell’FSH 
con il proprio recettore induce un incremento significativo della trascrizione 
e  della  traduzione  del  gene  faah (Maccarrone  et  al.,  2003a).  Questi  studi 
evidenziano  che  l'enzima  FAAH  è  un  bersaglio  molecolare  dell'FSH:  la 
stimolazione dell'attività  anandamide idrolasica  ha  un importante  ruolo nel 
mantenere  bassa  la  concentrazione  intracellulare  di  AEA  nelle  cellule  del 
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Sertoli (Rossi et al., 2007). Poiché è stato dimostrato che nel topo l'AEA ha su 
queste  cellule  un'attività  pro-apoptotica  dose-dipendente,  marcatamente 
evidente in topi di 16 giorni (Maccarrone  et al, 2003a), corrispondenti all'età 
prepubere, è verosimile che il mantenimento di bassi livelli di AEA, mediato 
dall'attivazione  trascrizionale  e  traduzionale  del  gene  faah in seguito  alla 
stimolazione  da  parte  dell'FSH,  abbia  un  ruolo  nel  prevenire  fenomeni 
apoptotici e dunque assicurare un corretto numero di cellule del Sertoli vitali, 
che influisce sulla funzionalità spermatogenica nell'adulto. 
Nel presente lavoro abbiamo approfondito a livello molecolare un'importante 
punto del meccanismo attraverso il quale l'FSH protegge le cellule del Sertoli 
dall'apoptosi  indotta  da  AEA:  l'attivazione  trascrizionale  del  gene  faah.  In 
particolare ci  siamo concentrati  sull'effetto del 17β-estradiolo, prodotto per 
conversione  irreversibile  degli  androgeni  da  parte  dell'aromatasi,  in  seguito 
all'attivazione del recettore FSHR. Dai nostri studi è emerso che l'induzione 
della trascrizione del gene  faah da parte degli estrogeni prodotti dal  signaling 
dell'FSH avviene grazie a tre distinti siti ERE presenti sul promotore del gene 
faah, precedentemente individuati solo per via bioinformatica (Puffenbarger et  
al, 2001). 
In prima analisi abbiamo verificato la responsività dell'attività trascrizionale del 
gene  faah a dosi crescenti di 17β-estradiolo, osservando un'incremento dose-
dipendente  del  livello  di  mRNA;  abbiamo contestualmente  determinato  la 
concentrazione  ottimale  di   17β-estradiolo  da  somministrare  nei  successivi 
esperimenti: 200 nM.
Per  la  caratterizzazione  funzionale  del  promotore  del  gene  faah ci  siamo 
concentrati  nella  regione  fra  -542  e  +221  rispetto  al  sito  di  inizio  della 
trascrizione,  che  contiene  i  tre  siti  responsivi  agli  estrogeni,  che  abbiamo 
denominato  ERE1(-433/-420),  ERE2 (-170/-160)  e  ERE3 (-90/-78).  Tale 
sequenza  è  stata  clonata  all'interno  di  un  plasmide  pGL3,  che  è  stato 
trasfettato in cellule del Sertoli  prelevate da topi prepuberi di  16 giorni:  in 
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seguito a trattamento con 200 nM di 17β-estradiolo abbiamo osservato un 
aumento  dell'attività  del  reporter  luciferasi,  paragonabile  a  quello  ottenuto 
eseguendo  lo  stesso  trattamento  su  cellule  del  Sertoli  trasfettate  con  il 
plasmide  commerciale  pERE-Luc.  Si  deduce  quindi  che  la  transattivazione 
trascrizionale  è  mediata dai  recettori  per  gli  estrogeni,  ERα e ERβ,  i  quali 
agiscono  da  fattori  di  trascrizione  ligando-dipendenti  (Hall,  2001). 
L'abbondanza  di  recettori  per  gli  estrogeni  di  tipo  β  nel  nostro  modello 
cellulare (Rosenfeld  et al.,  1998) e la loro capacità di legare,  oltre al 17- β-
estradiolo,  altri  composti  conosciuti  come SERMs (Selective  Estrogen  Receptor  
Modulators),  agonisti/antagonisti  per  i  recettori  ER,  ci  ha  consentito  di 
verificare la specificità di interazione del 17β-esrtadiolo con i siti ERE presenti 
sul promotore del gene faah. I SERMs legano i recettori per gli estrogeni, ne 
alterano la conformazione e facilitano il legame di cofattori capaci di attivare o 
reprimere la trascrizione di geni bersaglio (Osborne et al, 2000). Il tamoxifen e 
il fulvestrant, due antagonisti degli estrogeni con affinità per il recettore per gli 
estrogeni simile a quella del 17- β-estradiolo, somministrati alla concentrazione 
di  200  nM  non  hanno  indotto  alcuna  variazione  nell'attività  del  reporter 
luciferasi  nelle  cellule  trasfettate  con  il  plasmide  FAAH  -542/+221,  e 
somministrate  contemporaneamente  al   17β-estradiolo  ne  hanno 
antagonizzato l'attività sul promotore del gene faah. Il 17α-estradiolo (Epi-E2), 
isomero conformazionale del  17β-estradiolo, privo di attività estrogenica, non 
ha indotto alcuna variazione nell'attività del reporter luciferasi.
Questi  esperimenti  confermano  la  specificità  del  17β-estradiolo 
nell'attivazione trascrizionale del gene di nostro interesse.
Attraverso  la  creazione  di  mutanti  per  delezione  e  sito-specifici,  è  stato 
possibile  studiare  il  ruolo  di  ciascuno  dei  tre  siti  ERE  nell'attivazione 
trascrizionale  del  gene  faah.  Dalle  nostre  indagini  è  emerso  che  per  una 
completa attivazione i tre siti sono indispensabili: i siti ERE2 e ERE3 sono 
fondamentali per l'innesco della trascrizione, mentre il ruolo del sito ERE1 è 
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quello di potenziare l'azione svolta dalle altre due sequenze. 
In conclusione, in questo lavoro abbiamo dimostrato per la prima volta che 
l’induzione  trascrizionale della FAAH da parte dell’FSH avviene per 
attivazione diretta del gene faah ad opera dei recettori pre gli estrogeni, capaci 
di interagire in modo specifico con i siti ERE presenti nel promotore del gene. 
La  FAAH indotta  dal  signaling  dell’FSH svolge  un  ruolo  importante  nella 
protezione  dall’apoptosi  indotta  da  AEA.  Secondo  il  nostro  modello, 
attraverso  l’induzione  dell’attività  anandamide  idrolasica,  e  quindi  del 
catabolismo  dell’AEA,  l’FSH ridurrebbe  il  potenziale  apoptotico  dell’AEA 
diminuendone la concentrazione a dosi subletali per le cellule.
Una migliore comprensione del meccanismo molecolare con cui l’FSH regola 
la  trascrizione dell’anandamide  idrolasi  nelle  cellule del Sertoli potrebbe 
aprire nuovi orizzonti per la comprensione e il trattamento dei problemi di 
infertilità maschile. 
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